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estabilidade oxidativa lipidica do ovo. 2012. 155p. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2012

RESUMO

O ovo é consumido in natura ou processado, e usado como matéria-prima em
diversos produtos. A pasteurizagdo e a atomizagdo sao 0s principais
processamentos aplicados ao ovo. Diferentes condicbes de processamento,
embalagem e estocagem podem afetar a estabilidade oxidativa lipidica e reduzir a
protecédo antioxidante natural do ovo. O uso de embalagens onde n&o haja contato
do ovo com a luz e oxigénio, estocagem em temperaturas baixas e uso de
antioxidantes podem prevenir a oxidagdo lipidica. Atualmente, os antioxidantes
sintéticos sdo cada vez mais substituidos por antioxidantes naturais ou feita uma
associacdo entre eles. O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e o ch& verde (Camelia
sinensis L) constam entre os vegetais com grande potencial antioxidante. Com base
no exposto, os objetivos do trabalho foram: a) Padronizar o método do
fosfomolibdénio para avaliagdo da capacidade antioxidante total da fracdo lipidica
(CATL) do ovo; b) Investigar o efeito da pasteurizagdo e da atomiza¢gédo do ovo no
que se refere a capacidade antioxidante e a estabilidade oxidativa da fragdo lipidica
do ovo; c) Avaliar a estabilidade oxidativa de &cidos graxos e a capacidade
antioxidante do ovo integral pasteurizado atomizado, estocado a 5°C, por 90 dias; d)
Verificar por meio de teste de concentracdo de antioxidantes, a estabilidade
oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado da mistura de
extrato de alecrim, extrato de cha verde e BHA (butilato de hidroxianisol); e) Otimizar
a concentracdo da mistura de extrato de alecrim, extrato de cha verde e BHA a ser
adicionada ao ovo liquido integral pasteurizado, posteriormente atomizado, pelo
modelo matemético proposto pela metodologia de superficie de resposta; f)
Investigar o efeito da mistura otimizada de extrato de alecrim, extrato de cha verde e
BHA na estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado,
estocado sob as temperaturas de 5°C e 25°C, por 90 dias. O método do
fosfomolidénio para medir a CATL do ovo apresentou adequac¢éo analitica, indicada
pela equacéo de regressao (y = 13,705x + 0,0808), coeficiente de determinacéo (R?
= 0,9931), limite de detecgédo (0,005mg a-tocoferol/ mL), limite de quantificagéo
(0,017mg a-tocoferol/ mL), coeficiente de correlagdo (r = 0,9965), sendo que a
precisdo ndo indicou dispersdo ao redor da média. A CATL diminuiu com o
progresso do processamento e o inverso foi observado quanto aos lipidios, 7-CETO
(7-cetocolesterol) e TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbittrico). O ovo
integral pasteurizado atomizado (OIPA) mantido sob condigcbes de estocagem
consideradas ideais permaneceu estavel em relacdo a hidratagdo, a CATL e as
TBARS. Pelo teste de concentragcédo de antioxidantes, foram ensaiadas dez misturas
(alecrim, cha verde e BHA) no OIPA e refletiu na sua estabilidade oxidativa lipidica,
verificada pelas TBARS, CATL, CT-F (capacidade redutora pelo reativo de Folin —
Ciocalteau), AGL (4cidos graxos livres) e AS-233 (substancias absorvidas a 233
nm). Os resultados mostraram que a metodologia de superficie de resposta (RSM)
foi adequada para descrever a formagdo dos AGL e AS-233 no OIPA, podendo
serem usadas para fins preditivos. A otimizagdo da mistura de antioxidantes baseou-
se no modelo matematico obtido com as AS-233, onde foi proposto como sistema
antioxidante 150ppm de BHA, 600ppm de alecrim e 300ppm de cha verde. As



condi¢Oes de estocagem adotadas e a adi¢cdo dos antioxidantes foram efetivas para
manter estavel o OIPA, sendo mais efetivo quando estocado a 5°C. Concluiu-se que
o meétodo do fosfomolibdénio apresentou adequacéo analitica. A pasteurizagdo nédo
afetou os pardmetros analisados (lipidios, TBARS, CATL e 7-CETO), mas a
atomizagdo provocou diminuigdo significativa da CATL, e elevacdo dos lipidios,
TBARS e 7-CETO. Foi mantida a hidratagéo e a estabilidade oxidativa do OIPA
estocado por 90 dias a 5°C, indicando que as condicbes de embalagem e
estocagem foram efetivas. Pelo modelo matemético proposto pela RSM foi
constatado que apenas 0os AGL e AS-233 podem ser usados para fins preditivos,
optando-se pela otimizagdo da concentragdo da mistura de antioxidantes, usando
apenas o modelo matemético obtido nas AS-233. Com a presenga ou ndo de
antioxidantes, o OIPA estocado a 5°C, ao longo dos 90 dias, apresentou-se mais
estavel quanto a hidratacéo e a oxidacao lipidica.

Palavras-chave: ovo, pasteurizacdo, atomizacdo, extrato de alecrim, extrato de cha
verde, BHA, embalagem sob nitrogénio gasoso, estocagem e oxidacéo lipidica.



Influence of processing, antioxidants and storage on oxidative stability of egg
lipids. 2012. 155p. Thesis (Doctoral degree) — Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sdo Paulo, 2012.

ABSTRACT

Egg is consumed in natura or processed and is used as raw material in various food
products. The pasteurization and spray-drying processes are the main processing
applied to the egg. Different processing conditions, packaging and storage can affect
the lipid oxidative stability and may reduce the natural antioxidant protection of this
product. The use of packages in which the egg has no contact with light and oxygen,
storage at low temperatures, and the use of antioxidants can prevent lipid oxidation.
Currently, synthetic antioxidants have been increasingly replaced by natural
antioxidants or an association between synthetic and natural antioxidants is adopted
by food companies. Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and green tea (Camellia
sinensis L) are among the vegetables that present the highest antioxidant potential.
Based on the above-mentioned considerations, the objectives of this research were:
a) To standardize the method of phosphomolybdenum to evaluate the total
antioxidant capacity of lipid fraction (CATL) egg; b)To investigate the effect of
pasteurization and spray-drying on the antioxidant capacity and oxidative stability of
the lipid fraction of egg; c) To assess the oxidative stability of fatty acids and the
antioxidant capacity of whole egg subjected to pasteurization followed by spray-
drying, stored at 5°C for 90 days, d) To evaluate the by testing the concentration of
antioxidants, oxidative stability of the lipid fraction of egg subjected to pasteurization
and spray drying, added with a mixture of rosemary and green tea extracts and BHA
(butylated hydroxyanisole); €) To optimize the concentration of the mixture composed
of rosemary and green tea extracts and BHA to be added to pasteurized liquid egg
(and further subjected to spray-drying) by using Response Surface Methodology; f)
To investigate the effect of the addition of this optimized mixture of antioxidants on of
the lipid fraction of spray-dried egg, stored at temperatures of 5 and 25°C for 90
days. The phosphomolybdenum method CATL of egg presented analytical suitability
once it presented a high coefficient of determination (R?> = 0,9931), a regression
equation expressed as y = 13.705 + 0.0808 x, a limit of detection of 0.005 mg a-
tocopherol/mL, a limit of quantitation of 0.017 mg a-tocopherol/mL, a significant and
high correlation coefficient (r = 0.9965), and the accuracy did not indicate dispersion
around the mean. The CATL decreased with the progress of processing and the
reverse was observed for the lipids, 7-CETO (7-ketocholesterol) and TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances). The pasteurized spray-dried egg (OIPA),
which was kept under ideal storage conditions, remained stable in relation to
moisture content, CATL and TBARS. In order to test the concentration of antioxidants
to be added to OIPA, a total of 10 mixtures (rosemary, green tea and BHA) were
assayed. The addition of antioxidants resulted in a higher oxidative stability of the
lipid fraction as measured by TBARS, CATL, CT-F (reduction capacity by using the
Folin-Ciocalteau reagent), AGL (free fat acids) and AS-233 (substances that absorb
at 233 nm). The results showed that the response surface methodology (RSM) was
adequate to describe the development of free fat acids and AS-233 in OIPA, and the
RSM model proposed for AS-233 can be used for prediction purposes. The
optimization of the antioxidant mixture based on the mathematical model proposed



for AS-233 indicated that the mixture of 150ppm of BHA, 600ppm of rosemary extract
and 300ppm of green tea extract was the best combination of antioxidants. The
adopted storage conditions and the addition of antioxidants to OIPA were effective to
maintain the response variables stable, and the stability was higher when OIPA was
stored at 5°C. It was concluded that the method of phosphomolybdenum suitability
presented analytically. The pasteurization did not affect the analyzed parameters
(lipids, TBARS, CATL and 7-CETO), but the spray-drying caused a significant
decrease CATL, and an increase in lipids, TBARS and 7-CETO. The hydration and
the oxidative stability of OIPA remained stable for 90 days at 5°C, indicating that the
packaging and storage conditions were effective. The RSM models proposed for free
fat acids and AS-233 could be used for predictive purposes; however, the
optimization procedure was performed taken into account only the AS-233 model.
The OIPA stored at 5°C for 90 days, with or without the addition of the antioxidant
mixture, was more stable in relation to hydration and lipid oxidation.

Keywords: egg pasteurization, spray-drying, rosemary extract, green tea extract,
BHA, packaging under nitrogen gas, storage and lipid oxidation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa a sétima posi¢cdo mundial na producdo de ovos de galinha,
atras da China, Estados Unidos, México e Japédo. A producao brasileira de ovos em
2010 foi de 2,460 bilhdes de duzias, aumento de 4,2% sobre 0 ano de 2009. O preco
médio anual da duzia do produto variou de R$ 1,67 em 2009 a R$ 1,77 em 2010. O

consumo interno per capita gira em torno de 16 dazias/habitante/ano.

O ovo é fonte de proteina de alta qualidade, com elevada concentracdo de
aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais, lipidios e colesterol. O ovo tem sido
amplamente consumido na sua forma in natura ou como matéria-prima
extensamente submetida a diversos tipos de processamento para obtencdo de

vérios produtos.

A pasteurizagéo e a atomizagao séo os principais processamentos aplicados
ao ovo. Ambos visam obter produtos mais seguros microbiologicamente e com vida
de prateleira prolongada. Entretanto, destaca-se o ovo atomizado, se comparado ao

ovo em casca ou ovo liquido, tem reduzido volume e uma vida util maior.

A desidratacdo por atomizagdo (spray drying) é o processo no qual um
liquido, de baixa ou alta viscosidade, mesmo quando quase pastoso, é
transformado em um produto desidratado e pulverizado em uma Unica operagéo,

caracterizando-se pelo tempo de realizagéo relativamente curto.

O ovo por ser um alimento rico em colesterol e acidos graxos insaturados,
torna-se susceptivel a oxidacdo, principalmente quando submetido as altas
temperaturas empregadas durante a atomizagdo. Assim, podem ocorrer
modificacdes quimicas, como a oxidacgdo lipidica, e escurecimento ndo enzimatico
com formagd@o de compostos indesejaveis. Além da alta temperatura, fatores como
area de exposicao superficial elevada e a presenca de oxigénio, promovem a auto-
oxidacgao lipidica durante a atomizacdo. Com isso, a protecdo natural conferida ao
ovo por carotendides, tocoferoéis, fosfolipidios e lipoproteinas é significativamente

reduzida.
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O controle da estabilidade oxidativa lipidica é necesséario para prevenir a
perda nutricional, o comprometimento de atributos sensoriais e a producdo de
compostos toxicos, como dialdeido maldnico (iniciador de processo cancerigeno e
mutagénico), a partir de &cidos graxos, e Oxidos de colesterol (citotoxicos,
angiotoxicos, aterogénicos, mutagénicos e carcinogénicos). A preven¢ao ou reducao
da oxidacao lipidica no ovo atomizado pode ser possivel por meio de condi¢des
adequadas de estocagem, com auséncia de luz e de oxigénio, temperatura baixa,

além do uso de antioxidantes.

Varios produtos vegetais possuidores de atividade antioxidante tém sido
cogitados na substituicdo de antioxidantes sintéticos convencionais, associados ou
ndo entre si. O objetivo é diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos nos
alimentos, devido aos efeitos maléficos (alergia e doencas degenerativas)
evidenciados aos organismos. Entretanto, a substituicdo dos antioxidantes sintéticos
por antioxidantes naturais dependerd, entre outros fatores, da determinagcéo de uma

concentracao ideal.

E crescente na industria de alimentos a utilizac&o de extratos de plantas com
capacidade antioxidante, como o de alecrim e de ché verde, oferecendo capacidade
antioxidativa natural para uso em alimentos, decorrendo essa habilidade do elevado

teor de compostos fendlicos presentes.

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.), membro da familia Labiatae, tem sido
utilizado por suas propriedades medicinais e, em sistemas lipidicos, € reconhecido
como agente antioxidante com maior potencialidade de uso entre os demais. E fonte
de compostos fendlicos que desempenham atividade antioxidante como carnosol,

rosmanol, rosmaridifenol e rosmariquinona.

O cha verde (Camellia sinensis L.), planta da familia Theaceae, também
conhecido popularmente por ch&d da india ou green tea , é a bebida n&o alcodlica
mais consumida no mundo, depois da 4gua. Suas folhas séo fonte de polifendlicos,
que incluem flavanois (predominam as catequinas), flavandiois, flavondéides e &cidos
fendlicos, que totalizam cerca de 30% do peso seco das folhas, cuja principal

propriedade terapéutica € a de antioxidante.
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Sendo inevitdvel o uso ndo totalmente seguro de antioxidantes sintéticos,
como vem ocorrendo com o BHA (butilato de hidroxianisol) e BHT (butilato de
hidroxitolueno), para impedir as consequéncias provocadas pela oxidag&o lipidica
em alimentos, torna-se importante substitui-los, ainda que parcialmente, por
antioxidantes naturais, que sejam seguros, e cuja agdo possa no minimo ser

semelhante.

No presente trabalho foi verificada a influéncia do processamento,
estocagem e aplicagdo da mistura de extratos de antioxidantes naturais (alecrim e

cha verde) e sintético (BHA), em relagéo a estabilidade oxidativa do ovo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.0VO

2.1.1. Producgé&o e consumo

O Brasil é o sétimo maior produtor mundial de ovos de galinha, atras da
China, Estados Unidos, México e Japao (UBA, 2010; STEFANELLO, 2011). A
producéo brasileira de ovos de galinha no 4° trimestre de 2010 foi de 621,547

milhdes de duzias, com aumento de 3,4% em relacdo ao mesmo periodo de 2009.

Em 2010, a regido Norte teve queda de 27,6% da producdo de ovos de
galinha. O maior estado produtor, 0 Amazonas, registrou redugdo de 37,7%. Por
outro lado, a regido Centro-Oeste teve aumento da produgéo de 11,9%, impactado
pela elevacdo de 29,4% ocorrido no Mato Grosso. A regido Sudeste deteve 49,0%
de toda a producgéo nacional de ovos de galinha, tendo em S&o Paulo o principal
produtor com 30,2% de participagao. O Sul do Brasil participou com 22,6% de todo o

volume nacional (IBGE, 2012a).

O preco médio anual em 2009 da duzia do produto variou de R$ 1,67 a R$
1,77 em 2010. Em 2010, o consumo interno per capita girou em torno de 16
dazias/habitante/ano (IBGE, 2012b). A maior parte da producgéo brasileira de ovos é
comercializada no mercado interno, mas adequagfes no setor tém ocorrido nos
tltimos anos com a finalidade de incrementar as exportacdes. Entretanto, para
atender as exigéncias do consumidor nacional e do mercado internacional existe a
necessidade da continua implementagdo de programas que garantam o elevado
padréo de qualidade dos ovos (STEFANELLO, 2011).

Os ovos sao produtos de facil acesso para populagéo, devido o baixo custo
guando considerado o seu elevado valor nutricional, sendo um ingrediente de alta
importancia na culinaria brasileira e muito util na industria de alimentos (LOT et al.,
2005). Para Pascoal et al. (2008), os ovos sdo importantes constituintes da
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alimentacdo humana, podendo contribuir, principalmente, para melhorar a dieta de
pessoas de baixa renda.

A producdo de ovos no Brasil caracteriza-se pelo consumo in natura e
industrializado. A ideia central deste sistema de producédo é o da complementagao
da producéo rural no fornecimento de matéria-prima para a atividade industrial
(DONATO et al., 2009).

2.1.2. Aspectos nutricionais

O ovo é um alimento multifuncional, devido suas propriedades espumantes,
coagulantes, emulsificantes e adesivas. E uma matéria-prima extensamente utilizada
na fabricacdo de maionese, massas, molhos, produtos de panificagdo e confeitaria
(KITAHARA, 2004; OHATA,; VIOTTO, 2011).

O ovo apresenta proteina de alta qualidade, com elevada concentracéo de
aminoacidos essenciais, além de ser fonte de vitaminas A, B, B, e D, e de
minerais, como ferro, manganés, zinco, féosforo, magnésio e é livre de acidos graxos
trans (SURAI; SPARKS, 2001; CABONI et al., 2005; FRONING, 2008; SARTORI et
al., 2009). Apenas um Uunico ovo supre aproximadamente 10% da ingestao
recomendada para adultos, de vitamina A e de acido fdlico, e 17% da recomendacéo
de vitamina B;2 (SATORI et al.,, 2009). Dentre seus componentes, constam altas
quantidades de lipidios (triacilgliceréis e fosfolipidios) e colesterol (WATKINS, 1995;
NIELSEN, 2007), assim como, os carotendides (beta-caroteno) e a vitamina E
(WATSON, 2002; KANG et al., 2003; WENZEL; SEUSS —-BAUM; SCHLICH, 2010).

A casca representa 12% da composicdo do ovo, sendo formada
basicamente de camadas de cristais de carbonato de célcio. A clara (albumen)
representa 56%. E constituida por mais de 13 proteinas, sendo a ovoalbumina e
ovotransferrina as principais (66% da proteina total da clara). A gema compde 28-
32% do ovo, consiste principalmente de lipidio (63%, base seca), seguido de
proteina e carboidratos (KIM; CHOE, 2008), além de conter a maior fragdo de
nutrientes essenciais, como vitaminas, fosfolipidios, acidos graxos essenciais e
minerais (BERTECHINI, 2003). Na Tabela 1 s&o encontrados a umidade, o valor
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energético e a composicao quimica do ovo de galinha integral cru e em pd, por 100

gramas de parte comestivel.

Tabela 1. Umidade, valor energético e composi¢cdo quimica do ovo de galinha
integral cru e em pg, por 100 gramas de parte comestivel

Componentes Ovo integral cru Ovo em po6
Umidade (g) 71,94 4,00
Energia (Kcal) 166 554
Carboidrato (g) 1,42 9,00
Proteina (g) 13,86 44,00
Cinzas (9) 1,12 5,00
Lipidios totais (g) 11,66 38,00

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP (2011)

O ovo por sua alta concentracdo de colesterol € muito associado a doengas
cardiovasculares (SIM, 1998; GOMES; BORGES, 2001). No entanto, estudos
prévios indicaram que o colesterol na dieta ndo é fator de incidéncia de doencas
cardiovasculares. Além disso, ha pouca evidéncia de que a ingestdo de ovos faz
com que aumente os lipidios no sangue ou os niveis de fragbes do colesterol,
consideradas maléficas a satde (LDL, lipoproteina de baixa densidade) (BRANDAO
et al., 2005; JUNG et al., 2011).

Por outro lado, os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) presentes na gema
de ovo s&o considerados nutrientes substanciais para prevenir doencas
cardiovasculares e crbnicas (RUSSO, 2009; JUNG et al., 2011). A literatura indica
que o ovo liquido integral apresenta em média 35,2% de acidos graxos saturados,
45,8% de monoinsaturados e 18,9% de poli-insaturados (CHERIAN; HOLSONBAKE;
GOEGER, 2002; KITAHARA, 2004). Sendo o &cido oléico e &cido linoléico os
principais 4cidos graxos insaturados (HUR; PARK; JOO, 2007).
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2.2. COLESTEROL E OXIDOS DE COLESTEROL

2.2.1. Colesterol

O colesterol (cholest-5-en-3B-0l) € um alcool ester6ide componente
essencial da estrutura das biomembranas, que esta intimamente associada com 0s
fosfolipidios (VALENZUELA; SANHUEZA; NIETO, 2003). E um composto lipidico
insaturado, insolivel em &agua, instavel e susceptivel & oxidacdo, sendo seu
processo oxidativo influenciado por muitos fatores (BOSINGER; LUF; BRANDL,
1993; MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002; ROJAS et al., 2007; HUR;
PARK; JOO, 2007).

O colesterol (Figura 1) apresenta uma dupla ligacéo entre os carbonos 5 e 6
do anel B, que o torna susceptivel a oxidagdo (BUSCH; KING, 2009; DEREWIAKA;
OBIEDZINSKI, 2010). Tem como estrutura basica o nucleo ciclopentano-per-hidro-
fenantreno, formado por quatro anéis condensados de hidrocarboneto (A-D), com
caréater apolar, insolivel em 4gua, e uma cadeia lateral ramificada de hidrocarboneto
unida ao carbono 17 do nucleo esteréide, também apolar e insolivel em agua. Ha
um grupo hidroxila no C-3, do anel A, em configuracédo beta, de carater polar, que
confere alguma afinidade com o meio aquoso e capacidade de esterificagdo com
acidos graxos, convertendo-se, neste caso, em totalmente insolivel (MAERKER,
1987; OLIVEIRA; QUINTAO, 1992; GUARDIOLA et al.; 1995; MOREL; LIN, 1996;
SMITH, 1996; MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002; GUARDIOLA et al.,
2002; HUR; PARK; JOO, 2007). O organismo humano obtém o colesterol pela
biossintese no figado, ovérios, testiculos e glandulas adrenais, e por meio da dieta
(VALENZUELA; SANHUEZA; NIETO, 2003; HUR; PARK; JOO, 2007).
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Figura 1. Molécula de colesterol (5-cholesten-33-ol) (PANIANGVAIT et al., 1995)

Ha uma ampla variagdo na concentracdo de colesterol encontrada em
produtos de ovo € variada, isto é de 237 a 431mg/100g em ovo liquido integral
(JIANG; AHN; SIM, 1991; SARANTINOS; O'DEA; MARSIGLIA, 1994; KING, 1995;
PIRONEN; TOIVO; LAMPI, 2002; BRAGAGNOLO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003;
KITAHARA, 2004; ESCARABAJAL, 2011), e de 1694 a 2033 mg/ 100g em ovo
atomizado (MEDINA, 2009).

2.2.2. Oxidos de colesterol

O colesterol existente nos alimentos esta acompanhado de varios outros
compostos. A interagdo desses compostos com o colesterol pode afetar a sua
estabilidade oxidativa e a via de sua oxidacdo (KIM; NAWAR, 1991). A molécula de
colesterol pode ser oxidada por via enzimética ou ndo. Ambos os processos levam a
formacdo de um numero apreciavel de 6xidos de colesterol (OsC) e de natureza
toxica (GUARDIOLA et al., 1995). Nos seres vivos, os OsC séo formados por via
enzimatica, basicamente no figado e nos tecidos geradores de hormonios esteroides
(cortex supra-renal, gbnadas) (SMITH, 1996). Nos alimentos, a oxida¢ao ocorre por
mecanismos nao-enzimaticos, comumente conhecidos como autoxidacao,
peroxidacdo lipidica e oxidacdo fotoquimica (GUARDIOLA et al., 1995; MORALES-
AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002; BUSCH; KING, 2009).
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Os oOxidos de colesterol produzidos s&o semelhantes ao colesterol, tendo
em comum o nucleo ciclopentano-per-hidro-fenantreno. Os OsC contém um grupo
funcional adicional (cetona, ou hidroxila ou ep6xido) no nicleo esterol ou na cadeia
lateral da molécula (MAERKER, 1987; MOREL; LIN, 1996; SMITH, 1996; CABONI et
al., 1997; HUR; PARK; JOO, 2007). As diferencas estruturais e a posi¢cdo dos grupos
funcionais definem o tipo e a intensidade do efeito bioldgico (CRASTES DE PAULET
et al., 1988; PENG; HU; MORIN, 1991; MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO,
2002).

A oxidacdo de acidos graxos e de colesterol segue os mesmos padrées
como verificados na fotooxidagdo, na auto-oxidacdo e na oxidacdo enzimatica,
produzindo hidroperoxidos (SMITH, 1981). Acredita-se que o0s hidroperdxidos
derivados da oxidacdo de &cidos graxos insaturados desempenhem um papel
importante, facilitando a oxidagcdo do colesterol na dupla ligagdo do carbono 5
(LERCKER; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002; HUR; PARK, JOO, 2007; BUSCH;
KING, 2009).

7

A oxidagdo do colesterol € iniciada pela retirada do hidrogénio
predominantemente no carbono 7, formando um radical livre que reage rapidamente
com o oxigénio triplete (*0,) levando & subsequente formacdo de 7a-colesterol-
hidroperéxido (7a-OOH) ou 7B-colesterol-hidroperoxido (73-OO0OH), produtos
primérios da oxidacdo do colesterol. A posterior desidratacdo do 7a-OOH e 73-OOH
resulta na formacédo de 7a-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol,
produtos secundéarios da oxidagdo do colesterol. O 7-cetocolesterol também pode
ser formado pela desidrogenacéo do 7a-hidroxicolesterol e 7B-hidroxicolesterol na
presenca de radicais. A interacdo do colesterol com 7a-OOH ou 7B-OOH em
presenca de perdxido de hidrogénio causa a formacdo de 5a e 5B-epoxicolesterol,
0S quais, por sua vez, em meio aquoso, podem resultar na formacdo de
colestanotriol. Assim, estes compostos oxigenados aparentemente s&o originados
da hidroperoxidacao de colesterol (MAERKER,1987; HUR; PARK; JOO, 2007). Além
disso, a abstracdo do hidrogénio e formacédo do radical livre no carbono 7, podera
causar uma transferéncia de radicais, gerando um radical livre no carbono 25. Este

reage com o oxigénio triplete formando o radical peroxila no C-25 e em seguida o
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25-hidroperoxido que, por desidratagdo, resulta no 25-hidroxicolesterol
(MAERKER,1987; SMITH, 1987; KITAHARA, 2004).

S&o multiplos os fatores que influenciam a formacé&o de éxidos de colesterol
em alimentos (MORALES—AIZPURUA, TENUTA-FILHO, 2002; ROJAS et al., 2007).
Além da presenca de oxigénio e atividade de agua, influem a temperatura,
radiacOes, agentes fotossensibilizantes, ifons metalicos de transi¢cdo, tempo de
armazenamento, pH e a concentragdo do colesterol (CSALLANY et al., 1989,
SANDER et al.,1989a; WASOWICZ et al., 2004; ROJAS et al., 2007).

H& mais de uma década, a literatura ja mostrava que mais de 80 produtos da
oxidacao do colesterol haviam sido identificados (TAl; CHEN; CHEN, 1999). Mas um
ndmero bem menor, corresponde aos OsC mais frequentemente detectados em
alimentos e produtos derivados, como o 7-cetocolesterol (7-CETO), 7a-
hidroxicolesterol (7a-OH), 7B-hidroxicolesterol (73-OH), 20-hidroxicolesterol (20-OH),
25-hidroxicolesterol (25-OH), colesterol-5a,6a—epoéxido (5a,6a—epoxi), colesterol-
5B,6B—epoxido (5B,6p—epoxi) e colestanotriol (triol) (ADDIS et al., 1996; SMITH,;
JOHNSON, 1989) (Figuras 2-9). O 7-CETO é o que se apresenta em maior
concentracdo (PIE; SPAHIS; SEILLAN, 1991; OSADA et al., 1993), em oposi¢cédo ao
25-OH (GUARDIOLA et al., 1995), variando o contetudo de acordo com o tipo de
alimento (LERCKER; RODRIGUES-ESTRADA, 2000). O 25-OH juntamente com o
triol, sdo considerados os OsC mais aterogénicos (PENG; HU; MORIN, 1991; ADDIS
et al., 1996).

Figura 2. Molécula de 7-cetocolesterol (3p-hydroxycholest-5-en-7-one)
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HO OH

Figura 3. Molécula de 7a-hidroxicolesterol (cholest-5-en-3p3,7a-diol)

HO OH

Figura 4. Molécula de 7B-hidroxicolesterol (cholest-5-en-3p,7B-diol)

OH

HO

Figura 5. Molécula de 20-hidroxicolesterol (cholest-5-en-3[3,20-diol)

HO OH

Figura 6. Molécula de 25-hidroxicolesterol (cholest-5-en-3[3,25-diol)
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HO b'

Figura 7. Molécula de colesterol-5a,6a—epoxido (5,6 a-epoxy-5a-cholestan-3p-ol)

21l

HO

Figura 8. Molécula de colesterol-583,6B—epoxido (5,6 B-epoxy-5p-cholestan-3(3-ol)

OH

Figura 9. Molécula de colestanotriol (5a-cholesten-3,5,6B-triol)

Os OsC séao encontrados em alimentos de origem animal, em fungéo do
colesterol (BOSINGER; BRANDL, 1993). A presenca de OsC em alimentos tem sido
observada, destacando-se aqueles com maior contedudo de colesterol, em ordem
decrescente, os produtos de ovos (NABER; BIGGERT, 1985; PIE; SPAHIS;

SEILLAN, 1990; SARANTINOS; O'DEA; SINCLAIR, 1993; ZUNIN et al., 1995;
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MORALES-AIZPURUA, 2001; KITAHARA, 2004; MEDINA, 2009; ESCARABAJAL,
2011), carneos (CSALLANY et al.,, 1989; PIE; SPAHIS; SEILLAN, 1991), lacteos
(SANDER et al., 1989a; PIE; SPAHIS; SEILLAN, 1990; SARANTINOS; O'DEA;
SINCLAIR, 1993) e marinhos (OSADA et al., 1993; MOURA, 1999). As
caracteristicas do alimento e as interacdes entre seus componentes e dos seus
produtos de decomposigdo, durante o processamento e/ou estocagem, definem o
perfil dos Oxidos formados e as quantidades correspondentes (MORALES-
AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002).

Por outro lado, tem sido evidenciado que alimentos frescos de origem animal
apresentam apenas tragcos de OsC, ou simplesmente ndo apresentam tais
compostos (TSAI; HUDSON, 1984; SANDER et al., 1989b; PIE; SPAHIS; SEILLAN,
1991; SARANTINOS; O'DEA; SINCLAIR, 1993; GUARDIOLA et al., 1995;
MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002). E importante destacar que ha
heterogeneidade nas metodologias analiticas aplicadas nos diversos estudos
publicados o que conduz & variabilidade de resultados (GUARDIOLA et al., 1995). A
falta de uma metodologia analitica, padronizada, oficial, capaz de quantificar niveis
baixos de OsC e acessivel a um grande numero de laboratérios, impede que
resultados de pesquisa possam ser comparaveis (DUTTA et al. 1999; GUARDIOLA;
BOATELLA; CODONY, 2002; ULBERTH; BUCHGRABER, 2002; DUTTA,; SAVAGE,
2002; GUARDIOLA et al., 2004; DUTTA, 2004).

OsC podem ser absorvidos pelos animais (OSADA; SASAKI, 1994) e pelo
homem (LINSEISEN; WOLFRAM, 1998), através do intestino delgado, e
transportados pelas lipoproteinas exdégenas e quilomicrons (PENG; HU; MORIN,
1991; OSADA; SASAKI, 1994; VINE et al., 1997). Os OsC encontram-se distribuidos
em células e tecidos, nos quais o metabolismo e propriedades fisico-quimicas
podem alterar seus efeitos biol6gicos (CRASTES DE PAULET et al.1988;
LINSEISEN; WOLFRAM, 1998). H& consenso no sentido de se considerar o
catabolismo dos OsC similar ao do colesterol, por meio do qual os 6xidos podem ser
rapida e eficientemente metabolizados e eliminados do organismo, através da
secrecao biliar e excrecdo fecal (LINSEISEN; WOLFRAM, 1998). A avaliagéo
toxicologica dos Oxidos de colesterol depende de sua biodisponibilidade motivada

pela absorcao variada entre os 6xidos de colesterol.
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OsC séo substancias que estao relacionadas com a iniciagéo e propagacao
de varios doengas, como cancer, aterosclerose e problemas cardiovasculares
(ROJAS et al.,, 2007), a processos citotoxicos, angiotoxicos e mutagénicos
(BOSINGER; BRANDL, 1993; DEREWIAKA; OBIEDZINSKI, 2010) e a doencas
degenerativas como Parkinson, Alzheimer e diabetes (IMAO et al., 1998; HINO et
al., 1998; MAZALLI; BRAGAGNOLO, 2007). Além disso, inibem a biossintese de
colesterol e sua absorgéo na dieta (HUR, PARK; JOO, 2007). Portanto, a ocorréncia
de OsC verificada em alimentos € de particular importancia, sendo que a oxidacao
do colesterol deve ser evitada (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002). Os
O6xidos comumente encontrados em alimentos, como o 7-CETO, 25-OH, 7a-OH, 73-
OH, 5,6a-epobxido, 5,6B-epodxido e triol, sdo citotoxicos e aterogénicos, em diferentes
graus (BOSINGER; BRANDL, 1993; DEREWIAKA; OBIEDZINSKI, 2010), sendo que
o colesterol, por si s0, apresenta pequeno efeito citotdxico e aterogénico (IMAI et al.,
1976, 1980; PENG; HU; MORIN, 1991).

A ocorréncia de OsC exogenos verificada em alimentos é de particular
importancia, na medida em que seriam somados aos OsC enddgenos, normalmente
produzidos pelo organismo. Por esta razéo, a oxidagdo do colesterol em alimentos
durante o processamento e a estocagem, deve ser evitada ou reduzida a um minimo
aceitavel (MORALES-AIZPURUA; TENUTA- FILHO, 2002).

2.3. PROCESSAMENTO DO OVO

O ovo é consumido diretamente como alimento, na sua forma in natura, e/ou
indiretamente, como ingrediente participando da formulagcdo de outros produtos
alimentares, depois de processados (TAl; CHEN; CHEN, 2000; OHATA; VIOTTO,
2011). Os principais processamentos industriais utilizados em ovo sédo a

pasteurizagdo e a atomizagéo (KITAHARA, 2004).
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2.3.1. Ovo liquido integral

O processo de fabricacdo do ovo liquido integral inclui uma série de etapas.
Inicia-se pelo recebimento dos ovos e lavagem antes da quebra, de modo a evitar a
contaminagdo do produto por microrganismos presentes na casca. A lavagem é feita
com maquinas adequadas e com A&gua clorada. Segundo Froning (2008), a
temperatura da agua de lavagem deve estar entre 11°C e 32°C, e esta deve ser

trocada a cada 4 horas, para manter as condi¢cfes sanitarias ideais.

ApoOs a lavagem, os ovos sdo submetidos & ovoscopia, operagdo que
consiste na verificacdo da qualidade interna, através da passagem de luz
(transiluminacéo). Nesta operagao retiram-se 0s ovos sujos, trincados, com manchas
de sangue e improprios. Apds a ovoscopia 0S ovos sdo sanitizados com agua

clorada (100 a 200ppm) e secos (sob ar) para prevenir posterior contaminagao.

As maquinas utilizadas para quebra dos ovos podem separar a gema da
clara, em média 144000 ovos/ hora (FRONING, 2008). A quebra dos ovos €
realizada em ambiente separado da sala de lavagem e selecdo. Nas maquinas, ha

inspecéo em praticamente 100% dos ovos, feita pelos operadores.

ApOs a quebra e separacao, os ovos sao filtrados para remogéo das calazas
ou chalazas, membranas e fragmentos de casca. Em seguida, € realizado o
resfriamento em trocadores de calor (placas) e conduzida a padronizacdo com a
mistura da gema e clara, adicdo de insumos (sal, agUcar, perdxido de hidrogénio,
acido citrico, fosfato monossadico, didxido de silicio, aluminio silicato de sédio etc) e
ajuste da porcentagem dos sélidos de acordo com as especificagdes do cliente. O
conteddo médio de sdélidos encontrado na clara, na gema e no ovo liquido integral
sdao de 11-12%, 43%, 21,5-25%, respectivamente (FRONING, 2008; SOMAI
NORDESTE, 2011; SHINODA, 2011; FARMAOVOS INDUSTRIA E COMERCIO DE
OVOS LTDA, 2011; SOHOVOS, 2011).
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2.3.2. Pasteurizagao

A pasteurizacdo € realizada logo ap0s a etapa de padronizagdo (FRONING,
2008; SOMAI NORDESTE, 2011; SHINODA, 2011, FARMAOVOS INDUSTRIA E
COMERCIO DE OVOS LTDA, 2011; SOHOVOS, 2011). A pasteurizagdo é um
tratamento térmico relativamente brando. O alimento € aquecido a temperatura alta,
menor que 100°C, para em seguida ser submetido a reducdo da temperatura. A
eficiéncia da pasteurizacdo depende, antes de tudo, da qualidade da matéria-prima
utilizada, uso de temperatura elevada, por um tempo relativamente curto, e o choque
térmico, provocado pela brusca reducdo da temperatura (FELLOWS, 2006). Froning
et al. (2002), recomendam que a clara seja pasteurizada a 56,7°C/ 4,5 minutos, com

pH ajustado para 9, e a gema a 63,3°C/ 4,5 minutos.

A pasteurizagdo é utilizada para minimizar possiveis riscos a saude, devido
a contaminacg&o por microrganimos patogénicos como a salmonella (CUNNINGHAM,
1994; FELLOWS, 2006; FRONING, 2008). Foi decretado em 1970, que todos o0s
produtos de ovo deveriam ser livres de salmonella por meio da pasteurizagcéo
adequada (CUNNINGHAM, 1994; FRONING, 2008). Objetiva ainda destruir
microrganismos deteriorantes (fungos e leveduras), inativar enzimas e aumentar a
vida de prateleira de alimentos, por dias ou varios meses. Apenas pequenas
alteracbes sdo verificadas nas caracteristicas sensoriais e no valor nutricional de
alimentos pasteurizados (FELLOWS, 2006).

Na legislagdo brasileira (Tabela 2) a pasteurizag@o dos produtos liquidos de
ovo é regulamentada pela Portaria n° 01, de 21 de fevereiro de 1990 “ Normas
Gerais de Inspecédo de Ovos e Derivados”, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA (BRASIL, 1990).
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Tabela 2. Requisitos de tempo/temperatura para pasteurizacdo de produtos liquidos
de ovo segundo a legislagéo brasileira.

Produtos Liquidos Requisitos Minimos de Requisitos Minimos de
Temperatura (°C) tempo (Minutos)
Clara de ovo (sem utilizac&o 56,7-55,5 3,5-6,0

de produtos quimicos)
Ovo integral 60,0 3,5
Mistura como ovo integral

(com menos de 2% de

ingredientes que ndo sejam 61.0 3.5
0VvOS)

Ovo integral fortificado e

misturas (24-38% de solidos

de ovo, 2-12% de 61-62 3,5-6.2
ingredientes que ndo sejam

0VvOS)

Ovo Integral Salgado (com 63,5 3,5
2% mais de sal adicionado)

Ovo Integral Doce (2-12% de 61,0 3,5
acucar adicionado)

Gema Pura 60,0-61,0 3,5-6,2
Gema Doce (2-12% de 62,0-63,5 3,5-6,2
acucar adicionado)

Gema Salgada (2-12% de sal 62,0-63,5 3,5-6,2
adicionado)

Fonte: BRASIL (1990)

Ovo liquido integral pasteurizado, tem prazo de validade de até 15 dias se
mantido sob refrigeracéo, enquanto sob congelamento estende-se em até 6 meses

(SOHOVOS, 2011). A pasteurizagéo tem sido utilizada como processamento prévio
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a atomizacédo, garantindo a estabilidade necesséaria do ovo liquido como matéria-

prima a ser transformada em ovo em pé (FELLOWS, 2006).

2.3.3. Atomizacgéao

A produgdo de ovo atomizado no Brasil iniciou-se com a empresa
SOHOVOS em 1994 (MEDINA, 2009). A atomizacdo € utilizada para desidratar
alimentos liquidos, como o leite, café e ovo, sendo também utilizada na industria
quimica e farmacéutica (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2012).

A desidratagdo por atomizagdo (spray-drying) € um processo continuo no
qual um liquido de baixa ou alta viscosidade, mesmo aqueles quase pastosos, é
transformado em produto desidratado e pulverizado em uma Unica operagéo,
caracterizando-se pelo tempo relativamente curto. Basicamente consiste na
atomizagdo do liqguido num compartimento que recebe fluxo de ar quente. A rapida
evaporacao da agua permite manter baixa a temperatura das particulas, de maneira

gue a alta temperatura do ar de desidratacéo ndo afete demasiadamente o produto.

O processo estd baseado em quatro fases: atomizacdo do liquido;
transferéncia de calor por contato direto entre o liquido atomizado e o ar quente;
evaporacdo da agua; e, separacdo do produto em p6 (LABMAQ, 2003; LANNES;
MEDEIROS, 2003; FELLOWS, 2006; GAVA; SILVA; FRIAS, 2008, ROSA;
TSUKADA; FREITAS, 2010).

S&8o0 necessarias temperaturas relativamente elevadas na atomizagéo. As
temperaturas de entrada e saida sdo aspectos importantes nesse tipo de
processamento. A temperatura de entrada varia entre 121°C a 232°C. A atomizagéo
€ acompanhada pelo aumento da pressdo que vai de 500 a 600 Psi, seguida da
evaporacao instantanea da agua pelo ar quente no interior da cAmara de secagem.
Geralmente opta-se pelo aquecimento indireto por prevenir a formagdo de odores

indesejaveis, de oxido nitrico (FRONING, 2008) e levar a uma menor formacéao de
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oxidos de colesterol (GUARDIOLA et al., 1995), os quais podem ser formados no

aquecimento direto pelo uso de gés natural ou propano (FRONING, 2008).

A secagem se processa enquanto o ar quente e o produto, na forma de
pequenas goticulas, percorrem a cdmara de secagem até a separacdo do ar umido
e do produto seco. Em seguida, o ar umido € retirado por exaustdo (ciclones) e o
produto seco na forma de p6 é coletado, resfriado, peneirado e acondicionado
(FRONING, 2008).

As condigcbes normais de operagdo de atomizagdo podem variar
dependendo da aplicacdo e do sistema (direto ou indireto) de secagem utilizado.
Estas condigdes devem ser ajustadas para produzir o teor de umidade desejado. O
teor residual de umidade e tamanho da particula podem ser controlados mudando as
condigdes de funcionamento. O teor final de umidade é determinado pela umidade
relativa do ar de saida e, se esse valor for demasiadamente elevado, as particulas
de po irdo absorver, em vez de perder umidade. A temperatura de saida e umidade
relativa do ar de saida também sdo importantes, mas s6 poderdo ser controladas
indiretamente por meio do ajuste das condigbes primarias. Dentre as condi¢des
primarias que podem ser controladas diretamente pelo operador, estdo a
temperatura de entrada, velocidade da bomba, a pressdo da bomba e tamanho das
particulas (ajuste do atomizador) (MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2012). Ndo héa
legislacdo brasileira especifica que padronize os niveis de temperatura (minimo ou
maximo) e o tempo de desidratacdo do ovo. A Portaria n° 01 do MAPA (BRASIL,
1990), define “ovo desidratado” como o produto da desidratacdo do ovo em
conformidade com o Art. 753 do Regulamento da Inspec¢éo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal — RIISPOA (BRASIL, 1952), estabelecendo que o

mesmo deva satisfazer as seguintes condicdes:

1 - Nao conter mais de 300.000 (trezentos mil) germes por grama, ndo conter
germes patogénicos, leveduras ou outros que indiqguem deterioracdo ou
manipulacéo defeituosa;

2 - Nao conter mais de 6% (seis por cento) de umidade;

3 - Revelar residuo seco tendo aproximadamente a mesma composicao que O
deixado pelos ovos inteiros, ou pela clara ou pela gema;
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4 - Nao conter conservadores, excecao feita para sal (cloreto de sodio) ou agUcar na
proporcdo maxima de 10% (dez por cento), isoladamente ou quando associados,
calculados sobre residuo seco;

5 - Satisfazer outras exigéncias deste Regulamento, na parte que lhes for aplicavel.

O ovo atomizado é amplamente usado na preparacdo de alimentos por
causa de sua seguranca microbiolégica e a reducao do seu volume no que se refere
ao produto em casca ou liquido (BERGQUIST, 1995), consequentemente, a
atomizagdo estende a sua vida de prateleira para 6 meses a 1 ano, néo
necessitando ser refrigerado (MEDINA, 2009). Entretanto, a seguranga e a
qualidade do ovo atomizado dependem da qualidade da matéria-prima, do processo
de secagem e das condi¢cdes de estocagem (GALOBART et al., 2002; CABONI et
al., 2005).

2.4. EFEITO DA ATOMIZAGCAO E DA ESTOCAGEM

O ovo por ser um alimento rico em colesterol e lipidios, torna-se susceptivel
a oxidacdo, principalmente quando submetido a processos que envolvem altas
temperaturas, como é o caso da atomizagdo. Assim h& a aceleragdo das reacdes
entre os lipidios e oxigénio molecular, resultando na formacdo de compostos
indesejaveis. As condi¢des de transporte e estocagem do ovo atomizado também
contribuem para a degradacdo do colesterol e lipidios (MAZALLI; BRAGAGNOLO,
2007).

Durante o processamento do ovo atomizado podem ocorrer modificagdes
quimicas envolvendo a oxidacdo lipidica (acidos graxos e colesterol) e o
escurecimento ndo-enzimatico, conhecido como a reagdo de Maillard, com formacao
de compostos indesejaveis (MISSLER; WASILCHUK; MERRIT, 1985; WAHLE;
HOPPE; McINTOSH, 1993; BERGQUIST, 1995; GALOBART et al., 2001a; CABONI
et al., 1997; 2005). Assim, dois tipos de rea¢des quimicas podem ocorrer durante a

atomizacgdo: (I) degradacéo, desnaturacao e inativagdo de compostos termolabeis ou
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(I formagéo de novos compostos que inicialmente ndo estavam presentes ou
somente em niveis trago ndo transformados em produto (PELLEGRINO; RESMINI;
LUF, 1995; CABONI et al., 2005).

A retirada da glicose (desugarizagao) do ovo antes da atomizag&o o protege
durante o aquecimento e estocagem em relacdo a formacdo de compostos da
reacdo de Maillard. Esses compostos resultam da condensacdo dos grupos
carbonila, do acucar redutor, e amino, da proteina (ESKIN, 1990; FRIEDMAN, 1996;
BELITZ, GROSCH, 1999; CABONI et al., 2005) e sdo responsaveis principalmente
pelo sabor e cor indesejaveis observaveis em ovo em po (BERGQUIST, 1995;
CABONI et al., 2005). Dois métodos podem ser usados para a remoc¢éo da glicose
do ovo liquido antes da atomizagéo, por meio do controle da fermentag&o bacteriana
usando culturas de Saccharomyces cervisiae e pelo uso do sistema oxidase-
catalase (SEBRING, 1995). Favoravelmente, produtos da reacdo de Maillard
possuem atividade antioxidante tornando o ovo atomizado mais estavel durante a
estocagem (SMITH; ALFAWAZ, 1995; ALAIZ; ZAMORA; HIDALGO, 1996;
SHIZUCHI; HAYASE, 2003).

A auto-oxidagdo lipidica do ovo € influenciada pelas altas temperaturas
durante a atomizacao, elevada area superficial do ovo e a presenca de oxigénio,
assim como condi¢des inadequadas de transporte e estocagem (MAERKER, 1987;
GUARDIOLA et al., 1995; CABONI et al., 2005; HUR; PARK; JOO, 2007). Com isso,
a protec@o conferida pelas proteinas (fosvitina da gema e conalbumina da clara)
(FLOROU-PANERI et al., 2006), carotendides (especialmente luteina e zeaxantina),
lipoproteinas, tocoferdis, fosfolipides, como inibidores da oxidacdo, é
significativamente reduzida (WAHLE; HOPPE; McINTOSH, 1993; GALOBART et al.,
2001a; CABONI et al., 2005; WENZEL; SEUSS — BAUM; SCHLICH, 2010). Quanto
menor a atividade de 4gua e maior o tempo e a temperatura de estocagem, maior a
oxidacdo do colesterol (HUBER; PIKE; HUBER, 1995; OBARA; OBIEDZINSKI,
KOLCZAK, 2006; HUR; PARK; JOO, 2007). Quanto maior a quantidade de agua do
alimento maior a redugéo da concentragdo dos radicais livres, o que proporciona a
recombinacdo de radicais livres com outras formas (n&o-radicais) de produtos que

resultam na redugéo da oxidagédo (ANGELO, 1992).
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Os 6xidos de colesterol (OsC) estdo entre os compostos formados durante o
processamento e a estocagem do ovo (FINOCCHIARO; RICHARDSON, 1983;
PIKE; PENG, 1985; MISSLER; WASILCHUK; MERRIT, 1985; TSAI; HUDSON, 1985;
NOUROOZ-ZADEH; APPELQVIST, 1987; MORGAN; AMSTRONG, 1987, 1992;
SANDER et al., 1989a, 1989b; ADDIS; PARK, 1992; BOSINGER; BRANDL, 1993;
GUARDIOLA et al, 1994, 1995; LAl et al., 1995; CABONI et al., 2005;
ESCARABAJAL; TENUTA-FILHO, 2005; MEDINA, 2009; ESCARABAJAL, 2011).

Nourooz-Zadeh e Appelqgvist (1987) observaram que a estocagem sob
refrigeracao (4°C) preveniu a oxidagao do colesterol na gema de ovo atomizada, por
dois meses. Em outros estudos, verificou-se que as embalagens a vacuo e
estocagem ao abrigo da luz preveniram a formacdo de Oxidos de colesterol no ovo
atomizado, estocado por dez meses (GUARDIOLA et al., 1994; ADDIS et al., 1996).

Kitahara (2004) pesquisou o efeito do processamento e da estocagem em
relagdo a oxidagdo de acidos graxos e colesterol. O ovo fresco foi estocado por 30
dias, e o pasteurizado por 7 dias, ambos a 8°C, enquanto o liofilizado e o atomizado
por 180 dias, ambos a 28°C. Verificou que a liofilizagdo e a atomizagdo
influenciaram na oxidacdo do colesterol (somatorio de O6xidos analisados: 25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol e 73-hidroxicolesterol). As
concentragdes dos Oxidos de colesterol observados em ovo liquido integral,
atomizado e liofilizado foram de 22,80, 75,19 e 101,9, respectivamente. Entretanto o
aumento das substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) foi mais efetivo
na atomizacgédo (0,684 a 1,90 mg dialdeido maldnico/ kg). Contudo, sem influenciar

significativamente o perfil de acidos graxos.

Caboni et al. (2005) avaliaram o efeito da atomizagédo e estocagem (4°C e
20°C) na qualidade quimica do ovo integral. Observaram que a atomizagéao industrial
ndo afetou a composi¢cdo dos tocoferdis (a-tocoferol e y-tocoferol), mas provocou a
reagcdo de Maillard e aceleracdo da oxidacéo do colesterol, aumentando de 24 para
55ug a ocorréncia de oxidos/g de lipidio. Ndo houve mudangas significativas nos
compostos analisados (tocoferol, retinol, 6xidos de colesterol e glicose) quando o
ovo atomizado foi estocado a 4°C. Entretanto, durante a estocagem a 20°C, ocorreu
aumento significativo de 6xidos de colesterol, acima de 167ug/ g de lipidio, enquanto

os tocoferdis e retindis diminuiram.
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Escarabajal e Tenuta-Filho (2005) avaliou a estabilidade do colesterol em
ovo integral atomizado comercial, através da ocorréncia do 7-cetocolesterol livre.
Observou que o 7-cetocolesterol livre ocorreu em todas as cinco marcas analisadas
de ovo integral atomizado, em teor médio de 84,01+£5,34ug/g de lipidio. Nao foi
possivel indicar claramente a evolu¢cdo da oxidacdo do colesterol durante a
estocagem do produto por até 224 dias, a temperatura ambiente (12 a 29°C). No
entanto, foi constatada, uma correlacdo significativa entre o 7- cetocolesterol livre e
as TBARS.

Medina (2009) observou que o ovo liquido integral pasteurizado e ovo
integral atomizado industrializados, ap6s a atomizagdo houve reducao de fendlicos
totais (60%), carotenodides totais (25%) e &cidos graxos livres (73,5%). Contudo as
concentragdes das TBARS aumentaram (9,76%) com a atomizacdo. Lai et al,
(1996) constataram em ovo integral atomizado uma perda significativa de
carotendides, com perda adicional de 22 a 33% pela estocagem de até 4 meses. A
reducdo observada dos fendlicos totais pode estar associada a sua volatilizacao
e/ou oxidagdo com a atomizagao (TOMPKI; PERKINS, 2000).

Wenzel, Seuss-Baum e Schlich (2010) verificaram que a pasteurizagdo da
gema de ovo em escala laboratorial, ndo levou a mudancas criticas no contetudo de
carotenoides (xantofilas), ao contrario da atomizacao e liofilizagdo que promoveram
perdas respectivamente de 5,53% e 18,57%, segundos os autores induzidas por

uma desnaturacao de proteinas e desestabilizacao da matriz celular.

Escarabajal (2011) avaliou trés marcas de ovos comerciais, ndo observando
diferenca entre elas, mesmo ap0s o processamento (pasteurizacdo e atomizacao),
em relagdo a umidade, TBARS, lipidios totais, fendlicos totais, capacidade
antioxidante (medida pelo radical DPPH*) e oxidagdo de colesterol. Além disso, foi
verificado o efeito da atomizagédo e da estocagem por 90 dias, na auséncia de luz, a
25°C. Ao longo da estocagem, houve reducédo dos fendlicos totais e da capacidade
antioxidante (DPPH), e aumento da umidade, dos éxidos de colesterol livres (25-
hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol e 7f3-hidroxicolesterol) e
TBARS. Foi considerado que as respostas obtidas poderiam estar associadas ao

uso de embalagem e condi¢des de estocagem ndo ideais.
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2.5. ANTIOXIDANTES

Antioxidantes séo definidos pela legislacdo brasileira como substancias que
retardam alteragbes oxidativas em alimentos (BRASIL, 2005). Para que sejam
efetivos, tais compostos devem ser adicionados aos alimentos tdo cedo quanto
possivel, seja no processo de fabricacdo ou no produto acabado, ja que nado reverte
a oxidagao de produtos ja rancificados (CAMPOS; TOLEDO, 2000).

Os &cidos graxos presentes no ovo fresco ndo sao facilmente oxidados
(PIKE; PENG, 1985), permanecendo inalterados durante a estocagem (MARSHALL;
SAMS; VAN ELSWYK, 1994; CHERIAN; WOLFE; SIM, 1996). Esta estabilidade
pode ser atribuida aos antioxidantes naturais presentes, como os tocoferdis e
carotenoides, e a estrutura das lipoproteinas de baixa densidade da gema (PIKE;
PENG, 1985; BURLEY; VADEHRA, 1989; TERNES; LEITSCH, 1997, WENZEL;
SEUSS-BAUM; SCHLICH, 2010). Fosfolipides e proteinas entrelagadas na estrutura
externa da gema de ovo, previnem a interacdo do oxigénio com nudcleo da particula
de lipidio (PIKE; PENG, 1985; BURLEY; VADEHRA, 1989; CABONI et al., 2005).
Entretanto, a oxidag&o é facilitada durante o processamento do ovo, especialmente
quando envolve tratamento em altas temperaturas, como na atomizagdo (MAZALLI,
BRAGAGNOLO, 2007). O controle da estabilidade oxidativa € necessario para
prevenir a perda nutricional, o comprometimento organoléptico e a producdo de
compostos téxicos (KUBOW, 1990; CHOW, 1992; CAMPOS; TOLEDO, 2000).

A prevencdo da oxidacdo de &cidos graxos e colesterol pelo uso de
antioxidantes é frequentemente utilizada na indastria de alimentos (ALLEN;
HAMILTON, 1983; NAMIKI, 1990; SIMIC; JAVANOVIC, 1994; GALOBART et al.,
2001a, 2001b; LAROSA, 2011; BERTOLIN et al., 2010, 2011).

Os antioxidantes sequestram ou impedem a formag&o de radicais, ou seja,
sdo doadores de prétons, e, algumas vezes, como quelantes de metais, evitando
assim a reagcdo em cadeia (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; FENNEMA, 2007,
GAVA; SILVA; FRIAS, 2008). Os produtos intermediarios formados pela acdo dos
antioxidantes séo relativamente estaveis (NAWAR, 1985; RAMALHO; JORGE,

2006). Assim, retardam ou impedem a deterioragdo dos alimentos, notadamente em
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Oleos e gorduras, evitando a formacdo de “ranco” pelo processo de oxidacao
(BERTOLIN et al., 2011). Existem dois tipos principais de ranco: o hidrolitico e o
oxidativo. No ranco hidrolitico, ocasionado por lipases, ocorre & liberacdo de &cidos
graxos responsaveis pelo odor desagradavel. No ranco oxidativo, as cadeias dos
acidos graxos insaturados poderdo, com o oxigénio, formar peroxidos que,
posteriormente, poderdo romper-se originando diversos compostos carbonilados
(aldeidos, cetonas, alcodis, acidos, etc) de peso molecular mais baixo e responsavel
pelo odor desagradavel dos compostos rangosos (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

Os antioxidantes ndo podem melhorar a qualidade perdida pela oxidagdo ja
existente no produto, mas sim diminuir a concentracdo de oxigénio, interceptar o
oxigénio singlete, decompor os produtos primarios da oxidagdo em espécies néo
radicais e quebrar cadeias para prevenir a propagacdo da reacdo de captura do
hidrogénio (MELO; GUERRA, 2002; BERTOLIN et al., 2011).

S&o desejaveis as seguintes caracteristicas para a sele¢cdo de antioxidantes:
eficacia em baixas concentragfes (0,001 a 0,01%); auséncia de efeitos indesejaveis
comprometendo a cor, o odor, 0 sabor e outras caracteristicas do alimento; facil
aplicacéo; estabilidade nas condicGes de processo e estocagem; e, 0 cOmposto e
seus produtos da oxidacao ndo podem ser téxicos, mesmo em doses muito maiores
das que normalmente seriam ingeridas no alimento. Além desses fatores, outros
devem ser considerados, incluindo o atendimento da legislagdo vigente, custo e a
preferéncia do consumidor por produtos naturais (BAILEY, 1996; RAMALHO;
JORGE, 2006; TRINDADE, 2007; LAROSA, 2011). Em geral, existem duas
categorias basicas de antioxidantes: os naturais e os sintéticos (FENNEMA, 1993;
ZHENG; WANG, 2001; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Estudos indicam que h& maior interesse da industria de alimentos pelos
antioxidantes naturais, devido a tendéncia dos consumidores em rejeitar 0s
antioxidantes sintéticos em alimentos e & comprovagdo dos efeitos colaterais
(alergia e doencas degenerativas) (BERTOLIN et al., 2010) ao organismo dos
guando em doses elevadas (ZHENG; WANG, 2001; RIBEIRO; SERAVALLI, 2004;
RAMALHO; JORGE, 2006; FACCO; LAGE; GODOQY, 2009; BERTOLIN et al., 2011).
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Diversas pesquisas tém sido realizadas no intuito de serem encontrados
produtos naturais com atividade antioxidante, para substituir os antioxidantes
sintéticos ou fazer associagcdo entre eles, diminuindo a quantidade desses ultimos
nos alimentos. Além da inibicdo da oxidacao lipidica do alimento e aumento da sua
estabilidade durante a estocagem, prolongando a vida de prateleira do produto, os
estudos visam também combater microrganismos patogénicos (KULISIC et al., 2004;
Al-LI; CHANG-HAI, 2006; RAMALHO; JORGE, 2006; ESTEVEZ et al., 2007;
FASSEAS et al., 2007; MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; TRINDADE, 2007; BOZIN
et al, 2008; TRINDADE; MANCINI-FILHO; VILLAVICENCIO, 2010; PERUMALLA;
NAVAM, 2011).

2.5.1. Antioxidantes sintéticos

Antioxidantes sintéticos s&o usados como aditivos alimentares. S&o
substancias que tiveram o uso aprovado em alimentos, ap0s investigacbes que
comprovaram sua seguranca dentro de um limite de ingestédo diaria; sendo assim,
estdo sujeitas a legislacdes especificas de cada pais ou por normas internacionais.
Entre os antioxidantes sintéticos aprovados, apenas quatro compostos apresentam
ampla utilizac&o na industria de alimentos: butilato de hidroxianisol (BHA), butilato de
hidroxitolueno (BHT), terc-butil hidroquinona (TBHQ) e, com menor frequéncia,
galato de propila (PG) (BUCK, 1981; CAMPOS; TOLEDO, 2000; RAMALHO;
JORGE, 2006; SOUSA et al., 2007; TAKEMOTO; TEXEIRA FILHO; GODOY, 2009;
LAROSA, 2011).

A presenca da estrutura fendlica nos antioxidantes sintéticos permite a
doacdo de um préton a um radical livre, regenerando a molécula do acilglicerol e
interrompendo o mecanismo de oxidagao por radicais livres (RAMALHO; JORGE,
2006; TIVERON, 2010).

O BHA é um dos mais eficazes e estaveis em alimentos, sendo bastante
utilizado devido a sua solubilidade e resisténcia a altas temperaturas durante o
processamento (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008). O TBHQ mostra-se mais eficiente em

Oleos vegetais, € mais estavel que o BHA e BHT em temperaturas elevadas, sendo
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considerado melhor antioxidante para 6leos de fritura e produtos fritos. O PG perde

sua eficiéncia em temperaturas elevadas (ARAUJO, 2004).

O uso de antioxidantes no Brasil € controlado pelo Ministério da Saude
(BRASIL 1988; 2005). As concentracfes maximas permitidas estdo limitadas em
0,02 g/100 g, para o BHA, TBHQ, BHT e Galato de Propila, relativas a frag&o lipidica
do alimento (BRASIL, 2005).

2.5.2. Antioxidantes naturais

Antioxidantes sintéticos como o BHA e BHT estdo sendo tentativamente
substituidos por antioxidantes naturais (QUI; SIM, 1998). No entanto, esta
substituicdo depende do tipo, da concentragdo ideal (DEANS; RITCHIE, 1987), das
caracteristicas do alimento e do processamento, principalmente. Os tocoferdis
(AJUYAH; HARDIN; SIM, 1993; WAHLE; HOPPE; MCINTOSH, 1993; CHERIAN;
WOLFE; SIM, 1996), acidos fendlicos (MATTHAUS, 2002; BHALE et al., 2007) e
carotendides (BURTON, 1989; JORGENSEN; SKIBSTED, 1993), estdo entre os
antioxidantes naturais mais utilizados em alimentos (GALOBART et al., 2001a;
2001b; RAMALHO; JORGE, 2006)

Extratos obtidos de fontes naturais, como o alecrim (CORONADO et al.,
2002; GEORGANTELIS et al., 2007; AFONSO; SANTANA; MANCINI-FILHO, 2010)
e 0 cha verde (SCHMITZ et al., 2005; MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006;
PERUMALLA; NAVAM, 2011) provaram possuir forte atividade antioxidante, devido
ao elevado teor de compostos fendlicos. Esses extratos sdo de uso permitido em
alimentos e substitutos potenciais de antioxidantes sintéticos (AHN; GRU;
MUSTAPHA, 2007), devido a semelhante de sua atividade antioxidante
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; ANGELO; JORGE, 2007; TRINDADE,
2007; TRINDADE; MANCINI-FILHO; VILLAVICENCIO, 2010).

Os compostos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou
metoxila na molécula, que conferem propriedades antioxidantes (FERGUSON;
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HARRIS, 1999; RAMALHO; JORGE, 2006). Os flavonoides e os acidos fendlicos séo
0Ss componentes que mais se destacam e sdo considerados os antioxidantes
fendlicos mais comuns de fontes naturais (HERMANN, 1989; WARTHA et al., 2006).

2.5.2.1. Alecrim

7

O alecrim é uma especiaria obtida pela secagem das folhas da planta
Rosmarinus officinalis L., contém uma vasta gama de diferentes compostos fendlicos
com diversas atividades biolégicas (BOTSOGLOU et al., 2005; FLOROU-PANERI et
al., 2006). O alecrim pertence a familia Labiatae e tem sido utilizado por suas
propriedades medicinais, desde a antiguidade (ANGIONI et al., 2004). Em sistemas
lipidicos, € reconhecido como o agente de maior potencial antioxidante (PEARSON
et al., 1997; SANCHEZ-ESCALANTE et al., 2001; CORONADO et al., 2002). Além
disso, seus maiores componentes bioativos tém mostrado possuir atividades
antimicrobianas (PRASAD; SEENAYYA, 2000), anti-inflamatérias (DEL BANO et al.,
2003; KUHLMANN; ROHL, 2006; LEE et al., 2008; MINICH et al., 2007; SILVA;
2008), antitumorais e quimiopreventivas (PEREZ-FONS et al., 2006).

As propriedades antioxidantes do alecrim s&o atribuidas principalmente aos
compostos fendlicos (GEORGANTELIS et al., 2007; AFONSO; SANTANA,;
MANCINI-FILHO, 2010), como os acidos rosmarinico e caféico (MIURA; KIKUZAKI;
NAKATANI, 2002; CHEN; SHI; HO, 1992; CUVELIER; BERSET,; RICHARD, 1994;
EXARCHOU et al., 2002; PIZZALE et al., 2002; PUKALSKAS; BEEK; WAARD, 2005;
SHAN et al., 2005), carnosol, rosmanol, acido carnosico, acido 12-metilcarnésico,
metilcarnosol, metilcarnosato, epirorosmanol, rosmadial, catequina (CHEN; SHI; HO,
1992; CUVELIER; BERSET,; RICHARD, 1994; EXARCHOU et al., 2002; MIURA;
KIKUZAKI; NAKATANI, 2002; PIZZALE et al., 2002; DORMAN et al, 2003; IBANEZ
et al, 2003; PUKALSKAS; BEEK; WAARD, 2005; SHAN et al., 2005), carnosaldeido,
epiisorosmanol, rosmariquinona e acido ursolico (HOULIHAN; HO; CHANG, 1985;
PUKALSKAS; BEEK; WAARD, 2005; SHAN et al., 2005). O &cido carndsico é o

principal constituinte fendlico presente nas folhas de alecrim, com uma atividade
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antioxidante cerca de trés vezes maior do que carnosol e sete vezes maior que o
BHA e BHT (BOTSOGLOU et al., 2005; FLOROU-PANERI et al., 2006).

Estudos mostram que o extrato de alecrim tem elevado potencial
antioxidante em diversos produtos (LEE, 2005; SILVA, 2008; AFONSO; SANTANA;
MANCINI-FILHO, 2010), incluindo presunto de peru (BARBUT; JOSEPHSON;
MAURER, 1985), filé de pacu (SANTANA; MANCINI-FILHO, 2000), carne de caprino
(NASSU et al., 2003), almdéndega de carne de frango (RACANICCI et al., 2004), filé
defumado de tildpia (SANTOS et al., 2007), filés de sardinha (PIEDADE, 2007) e
hamburguer bovino irradiado (TRINDADE; MANCINI-FILHO; VILLAVICENCIO,
2010), com consequente aumento da vida util desses produtos. Além disso, o
extrato de alecrim demonstrou ser mais efetivo contra a oxidagdo do que o BHA e
BHT em 6leo de soja e 6leo de canola (RAMALHO; JORGE, 2006).

2.5.2.2. Chaverde

O ché& verde (Camellia sinensis L) € uma planta da familia Theaceae,
também conhecido popularmente por cha da india ou “green tea” (CAl et al., 2002;
HIGDON, FREI, 2003; SIMOES et al, 2004; MENDEL; YOUDIM, 2004; BUNKOVA;
MAROVA; NEMEC, 2005; PRADO et al., 2005; MORAIS et al, 2009). Esta espécie
¢ uma arvore muito ramosa, originaria da Asia Continental e da Indonésia e é
cultivada em mais de 30 paises, entre eles india, Sri Lanka, nos paises da antiga
Unido Soviética, Japdo e Indonésia (SIMOES et al, 2004; CAVALCANTE et al.,
2007; LAMARAO; FIALHO, 20009).

O ché verde é a bebida ndo alcodlica mais consumida no mundo depois da
agua (OWUOR et al.,, 2006; RUAN et al, 2007; LIMA; MAZZAFERA, 2009;
OLIVEIRA, 2009; SENGER; SCHWANKE; GOTTLEB, 2010). Seus compostos
bioativos, como os flavanéis, flavandioéis, flavondéides, acidos fendlicos, alcalbides,
vitaminas e sais minerais (SCHMITZ et al., 2005) contribuem para a prevencéo e o
tratamento de varias doencas (YANG, WANG, 1993; TREVISANATO; KIM, 2000;
HIGDON; FREI, 2003), com ac¢fes anti-inflamatéria (HONG et al., 2001; ADCOCKS;
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COLLIN; BUTLLE, 2002), antineoplasias malignas (YANG; WANG, 1993; HIGDON;
FREI, 2003), antialérgica (SHIOKAZI et al., 1997), antiesclerética (MIURA et al.,
1994) e antibacteriana (HAMILTON-MILLER, 1995).

Suas folhas contém componentes polifendlicos que totalizam cerca de 30%
do peso seco das folhas. A maioria dos polifendis do cha verde se apresentam como
flavanodis, e dentre estes, predominam as catequinas. As quatro principais
catequinas do cha verde séo (-)-epicatequina (EC), (-)-epicatequina galato (ECG), (-
)-epigalocatequina (EGC), (-)-epigalocatequina galato (EGCG) , sendo a EGCG a
mais abundante (40-60%) entre todos os componentes fendlicos existentes na
planta (KAJIYA et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2007; LAMARAO; FIALHO, 2009:
SERON; FURLAN, 2010; SENGER; SCHWANKE; GOTTLEB, 2010). A principal
propriedade terapéutica € a de antioxidante (CAl et al., 2002; HIGDON; FREI, 2003;
SIMOES et al., 2004; MENDEL; YOUDIM, 2004; BUNKOVA; MAROVA; NEMEC,
2005; PRADO et al., 2005; MORAIS et al, 2009) e inibidora do processo
carcinogénico (RICE-EVANS et al., 1995; MUKHERJEE; SARKAR; SHARMA, 1997).

Extratos de ché verde tem sido aplicados em vérios alimentos como péaes
(WANG; ZHOU, 2004), azeite de oliva extra virgem (ROSENBLAT et al., 2008),
carne bovina, carne de ave, linguica, peixe (BOZKURT, 2006; MARTINEZ; CILLA;
BELTRAN, 2006; ALGHAZEER; SAEED; HOWELL, 2008; PERUMALLA;
HETTIARACHCHY, 2011) e biscoitos (MILDNER-SZKUDLARZ et al., 2009).

Dai, Chen e Zhou (2008) verificaram que a mistura dos polifendis do chéa
verde, a-tocoferol e vitamina C, poderiam atuar sinergisticamente para inibir a
peroxidacdo do acido linoléico. A adicdo de 1 ou 2% de cha verde ao ovo resultou
na deformacdo da albumina, devido a agregacédo dos polifendis com a albumina
(WU; CLIFFORD; HOWELL, 2007). As epigalocatequina galato (EGCG) séao 20 e 4
vezes mais efetivas, respectivamente, na prevencao da oxidacgéo lipidica do que o a-
tocoferol e o BHA (VUONG et al., 2011).

Bozkurt (2006) verificou que o extrato de cha verde (300ppm) foi mais eficaz
do que o BHT (300ppm) na estabilidade oxidativa de &cidos graxos, em linguigas. O
extrato de cha verde apresentou, in vitro, 0 maior conteudo de fendlicos totais e

maior capacidade antioxidante em relacdo aos extratos de erva mate, marcela e
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propolis. No entanto, o extrato de marcela teve o melhor efeito na inibicdo da

oxidacao lipidica em carne mecanicamente separada de ave (PEREIRA, 2009).

A adicdo de 200-400ppm de ch& verde em carnes bovina ou de ave
demonstrou efeito inibitorio significativo na oxidacao lipidica, sem afetar os atributos
sensoriais (PERUMALLA; NAVAW, 2011). As catequinas do cha verde
demonstraram acdo sinergistica positiva na reducdo da oxidagdo lipidica em
hamburguer de carne de porco em combina¢do com extratos de alecrim ou de salvia
em niveis inferiores a 500ppm (MCCARTHY et al., 20014, b).

Martinez, Cilla e Beltran (2006) ao adicionarem cha verde (5ppm) e a mistura
do extrato de alecrim (100ppm) e acido ascérbico (50ppm) em linguica suina,
observaram uma forte inibicdo da oxidacao lipidica. Enquanto, Alghazeer, Saeed e
Howell (2008) verificaram que a adi¢cdo de 250ppm de cha verde foi mais eficiente
do que 500ppm na inibicAo da oxidagcdo lipidica em cavala atlantica (Scomber

scombrus).

Mildner-szkudlarz et al. (2009) adicionaram extrato de cha verde
(20/100/1000ppm) e BHA (20ppm) em biscoitos, constatando que ambos o0s
antioxidantes reduziram claramente a oxidagdo dos acidos graxos, inibindo a
decomposicdo dos acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados. A
concentracdo de 1000ppm de ch& verde resultou na inibicdo da formacdo de
hidroperoxidos (47% a 73%) comparado ao BHA.

2.5.3. USO DE ANTIOXIDANTES

2.5.3.1. Suplementacdo em dietas de aves

A suplementacdo de dietas de galinhas com éleo de linhaca ou 6leo de
girassol afetou a composicdo dos &cidos graxos dos ovos, devido ao aumento de
acidos graxos poli-insaturados. Com a adicdo de a-tocoferol houve aumento da

estabilidade lipidica dos ovos e esse efeito foi observado durante a estocagem do
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produto atomizado, o que nédo foi observado com a adicdo das cantaxantinas
(GALOBART et al., 2001a).

Gomez et al. (2002), avaliaram a qualidade sensorial de ovos de galinhas,
alimentadas com antioxidantes naturais (alecrim e orégano), misturas de
antioxidantes sintéticos (BHA e BHT) e oleo de linhaga. Constataram que o0s
antioxidantes naturais e sintéticos usados isoladamente alteraram significativamente
a aparéncia (cor amarela da gema mais clara), mas néo o odor e o sabor, e o uso da
linhaca reduziu a cor. Em estudo posterior, Gomez, Mendonga-Junior, Mancini-Filho
(2003), verificaram que a adi¢do de antioxidantes naturais (orégano e alecrim) na
alimentacdo de galinhas conferiu melhor estabilidade oxidativa aos ovos

enriquecidos com acidos graxos 6mega-3.

Pita et al. (2004) verificaram o efeito da adi¢do de 6leo de linhaca, 6leo de
canola e vitamina E, a dieta de galinhas e o possivel reflexo na composicao lipidica
e incorporagéo de a-tocoferol na gema do ovo. Observaram que a inclusdo do 6leo
de linhaga na dieta aumentou a incorporacdo de acidos graxos poli-insaturados e
diminuiu a de monoinsaturados. A incorporacdo de antioxidantes teria dupla
finalidade, a de proteger os &cidos graxos da gema contra a oxidacdo e o

enriquecimento do alimento com vitamina E.

Galinhas alimentadas com dietas suplementadas com extrato de orégano
(5000ppm) produziram ovos com menor oxidacdo lipidica do que quando
suplementadas com alecrim (5000ppm). A oxidacao lipidica do ovo foi maior quando
a racao continha agafréo (20ppm) (BOTSOGLOU et al., 2005).

Florou-Paneri et al., (2006), observaram que as galinhas alimentadas com
5g de alecrim/kg rac&o apresentaram ovos com menor taxa de oxidagdo, comparado
com a racdo que continha 10g de alecrim/kg racdo. Quando as aves foram
alimentadas com vitamina E (0,2g/kg ragdo) os ovos obtidos mostraram menor taxa

de oxidagédo em relacéo aos resultados verificados com o alecrim.
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2.5.3.2. Ovo e produtos derivados

Morgan e Armstrongan (1987) adicionaram antioxidantes (BHA, BHT e
galato de propila) & gema liquida, submetida & oxidacé@o induzida pelo perdxido de
hidrogénio. Verificaram que nas concentracdes usadas (67ppm e 200ppm) os
antioxidantes testados nao foram eficientes na inibicdo da oxidagc&o do colesterol
durante a estocagem (durante 7 meses, em frascos de vidro, em temperatura

ambiente e no escuro) do produto atomizado.

A eficiéncia antioxidante do alecrim (na forma de oleoresina), miricetina,
quercitina, isbmeros de tocoferol (a, B e y) isolados e em associagdo com BHA foi
avaliado por Rankin e Pike (1993), em relagédo a oxidac¢éo do colesterol medida pelo
7-cetocolesterol. O resultado observado foi que somente os isdbmeros de tocoferol
(isoladamente) promoveram a inibicdo efetiva da autoxidagdo do colesterol e da

oxidacgdo dos acidos graxos poli-insaturados.

A incorporagédo de varias concentracdes de a-tocoferol em dietas de galinha,
feita por Wahle, Hoppe e Mcintosh (1993), promoveu a obtencdo de ovos com
diferentes niveis de antioxidante. Apos a atomizacdo dos ovos e estocagem (18
meses) do produto a temperatura ambiente (25°C), com exposicdo ao ar e a luz, foi
observada uma relacdo inversa entre a formagdo de O&xidos de colesterol (7-
cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7f-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 5,6-

epoxicolesterol e colestanotriol) e o conteddo de a-tocoferol.

Huber, Pike e Huber (1995) verificaram que, apos a oxidacéo induzida com
sulfato de cobre e estocagem acelerada (60°C/28 dias) da gema de ovo atomizado,
a adicdo de antioxidantes (BHA, palmitato de ascorbila e mistura de tocoferdis) nao
foi suficiente para impedir completamente a oxidagdo do colesterol, no entanto, a
presenca de antioxidantes reduziu os niveis de 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol
e 7B-hidroxicolesterol, enquanto os niveis de triol e epdxidos ndo foram afetados.
Todos os antioxidantes usados demonstraram significativo efeito inibidor da
oxidagdo com relagcdo ao controle, mas os tocoferodis foram mais efetivos do que o
palmitato de ascorbila. Entretanto, Brinkerhoff et al. (2002) em estudo posterior,

analisaram a oxidagéo do colesterol em gema atomizada, estocada sob temperatura
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ambiente, por 36 meses, na presenga dos mesmos antioxidantes usados por Huber,
Pike e Huber (1995), e verificaram a inibicdo da formacao de 7-cetocolesterol e uma

maior formacado de 7a-hidroxicolesterol e 7B-hidroxicolesterol.

O TBHQ (200ppm) e Oleoresina de alecrim (500 e 1000ppm) quando
adicionados ao ovo integral atomizado ndo conseguiram impedir a oxidagdo do
colesterol, segundo Lai et al. (1995). Estes autores atribuiram a ineficiéncia
observada dos antioxidantes & uma provavel volatilizacdo e subsequente perda

durante a atomizagéo.

Guardiola et al. (1997) adicionaram ao ovo liquido integral uma mistura de
palmitato de ascorbila com a-tocoferol e galato de propila (isoladamente), antes da
atomizagdo, com estocagem posterior por até 10 meses (embalagem & vacuo e ao
abrigo da luz). A associagéo do palmitato de ascorbila com o a-tocoferol (100ppm e
200ppm) resultou num ligeiro efeito pro-oxidante. Enquanto, o galato de propila na
concentracdo de 100ppm preveniu a perda de acidos graxos poli-insaturados e a
formacdo de oxidos de colesterol, e em 200ppm preveniu a perda da cor (associada

a oxidacao de carotenoides).

Em estudo feito por Medina (2009), sobre a estabilidade de ovo pasteurizado
atomizado industrialmente, foi verificado que a adicdo de extrato comercial de
tocoferois (Guardian™ Toco 70) ndo evitou o aumento das TBARS e dos Aacidos
graxos livres, ou a redugdo dos carotendides totais, ao longo de 90 dias
(temperatura ambiente, bolsas herméticas de polietileno de baixa densidade -
ZipLoc). Mas reduziu a formagdo de Oxidos de colesterol (7-cetocolesterol, 7a-
hidroxicolesterol, 73-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol) em relagéo ao controle,

demonstrando melhoria significativa no produto final.

Escarabajal (2011) avaliou a estabilidade do colesterol do ovo integral
pasteurizado atomizado em laboratério, adicionado de extratos comerciais de
alecrim (1500ppm) e de tocoferdis (300ppm), observando que ambos ndo foram

efetivos na prevengéo da oxidagao induzida por sulfato de cobre.
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2.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Existe uma grande variedade de testes para verificar a atividade antioxidante
(SCHWARZ et aL., 2001; KUSKOSKI et al., 2005; LONGHI, 2007). Os métodos
podem ser classificados em dois grupos: métodos que avaliam a habilidade de
sequestrar radicais livres e métodos que testam a habilidade de inibir a oxidag&o
lipidica (SCHWARZ ET AL., 2001; ARUOMA, 2003).

A atividade antioxidante in vitro é determinada por vérios fatores, tais como
sua atividade frente ao radical, niumero de radicais que consegue sequestrar, a
destruicdo do radical pelo antioxidante, a concentragdo e a mobilidade, a interagéo
com outros antioxidantes e o sitio de geracéo e reatividade do radical (NIKKI, 2002).

Nao existe um método satisfatério que consiga avaliar a atividade
antioxidante total de uma amostra, pois varios mecanismos antioxidantes podem
ocorrer (OU et al., 2002).

Os métodos para avaliacdo da atividade antioxidante apresentam
dificuldades a serem comparados devido a sua complexidade e diferentes principios
das reacdes. Alguns chegam a reproduzir resultados diferentes e até menos

contraditorio o que impossibilita esse tipo de comparagédo (ALONSO et al., 2002).

2.6.1. Ensaio de reducgao do complexo de fosfomolibdénio

O método do complexo fosfomolibdénio é frequentemente utilizado para
avaliar a capacidade antioxidante total da frac&o lipofilica e hidrofilica. Baseia-se na
redugdo do molibdénio IV a molibdénio V pela amostra analisada e subsequente
formacdo de um complexo verde entre fosfato/molibdénio V em pH A&cido,

determinado espectrofotometricamente a 695 nm.

A solucédo teste inicial possui coloragdo amarelada, tornando-se verde a
medida que a solucdo de fosfato de molibdénio se reduz. Para que seja atingido o
méaximo de formacdo do complexo de fosfomolibdénio, &€ necessério um periodo de
90 minutos (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999; MOHAMED; PINEDA; AGUILAR,
2007; LONGHI, 2007; SILVEIRA, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do processamento (pasteurizacdo e atomizagédo), da

estocagem e da adi¢do de antioxidantes, naturais e sintético, sobre a estabilidade

oxidativa lipidica do ovo obtido em laboratério.

3.2.0bjetivos especificos

v

Padronizar o método do fosfomolibdénio para avaliagcdo da capacidade
antioxidante total da fracao lipidica do ovo;

Investigar o efeito da pasteurizagéo e da atomizacdo do ovo no que se refere

a capacidade antioxidante e a estabilidade oxidativa da frag&o lipidica do ovo;

Avaliar a estabilidade oxidativa de 4cidos graxos e a capacidade antioxidante

do ovo integral pasteurizado atomizado, estocado a 5°C, por 90 dias;

Verificar por meio de teste de concentragdo de antioxidantes, a estabilidade
oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado da

mistura de extrato de alecrim, extrato de cha verde e BHA;

Otimizar a concentracdo da mistura de extrato de alecrim, extrato de chéa
verde e BHA a ser adicionada ao ovo liquido integral pasteurizado,
posteriormente atomizado, pelo modelo matematico proposto pela

metodologia de superficie de resposta;

Investigar o efeito da mistura otimizada de extrato de alecrim, extrato de cha
verde e BHA na estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado
atomizado, estocado sob as temperaturas de 5°C e 25°C, por 90 dias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Reagentes

Foram utilizados, n-Hexano, grau UV/HPLC, VETEC, cddigo 2012; iso-
propanol, grau UV/HPLC, Sigma-Aldrich, cédigo 67-63-0; 7-cetocolesterol (3B-
hidroxicolest-5a-ene-7-one), Sigma-Aldrich, cédigo C2394; 7a-cetocolesterol (colest-
5-ene-3B-, 7a-diol), Steraloids, codigo C6420; 7@-cetocolesterol (colest-5-ene-3f-,
7B-diol), Steraloid, cédigo C6430; Florisil (MgO:SiO2, 15:85), Merck, cdédigo
1.12518.0100; reativo de Folin Ciocalteu, Dinamica, cédigo 2336; a- tocoferol,
Sigma-Aldrich, cédigo T3251; acetona, VETEC, cddigo 187; acido cloridrico, Synth,
codigo 30650; &cido tiobarbitarico, Merck, cédigo 1.08180.0025; 4&cido
tricloroacético, VETEC, codigo 466; cloroformio, VETEC, codigo 192; &lcool metilico,
VETEC, cdédigo 102; hexano PA, Synth, codigo H1007.01.BJ; n-heptano, Sigma-
Aldrich, codigo 101129628; sulfato de sodio anidro, Synth, cédigo S2032. 01. AG;
cloreto de sodio, Synth, cédigo 36300; &cido sulfurico, Synth, codigo 31190;
molibdato de ambnia, VETEC, codigo 122; fosfato de sédio monobésico, Grupo
quimica, cédigo 0752; etanol, Grupo quimica, codigo 01004; 4cido gélico, Sigma-
Aldrich, cédigo G7384; fenolftaleina, Synth, cédigo F1005. 01. AE; hidroxido de
sédio, Synth, cddigo H2000. 01. AG; antioxidantes naturais da Danisco: Extrato de
cha Verde - Guardian™ Green Tea Extract 20M e Extrato de alecrim - Guardian™
Rosemary Extract 08; e BHA (butilato de hidroxianisol) Synth, cédigo B1028.02.AE.

Todos com grau de pureza analitica.
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4.1.2. Amostras

O ovo comercial, de uma Unica marca, selecionado para os experimentos, foi
0 do Grupo | — Branco tipo grande, comumente utilizado no preparo do produto
atomizado. As amostras de ovo in natura (em casca) embaladas ha no maximo 10

dias foram adquiridas em supermercados, na cidade de Sao Paulo-SP.

Foram ensaiadas para cada experimento, amostras em triplicata, cada qual
representada por 12 a 20 ovos, isentos de casca, que ficaram estocadas na propria
embalagem comercial, mantidas em temperatura ambiente (25+2°C) até o inicio dos
experimentos (por até 2 dias). As unidades de ovos utilizadas em cada amostra
dependiam da quantidade de amostra suficiente para realizar cada experimento. O
prazo de armazenamento correspondeu ao indicado pelo fabricante de 30 dias de

validade.

4.2. Métodos

4.2.1. Obtencéo do ovo liquido integral

Ovos isentos das cascas foram manualmente homogeneizados em béquer
(revestido com folha de aluminio), usando bastéo de vidro, e peneirados em tela de
nailon (Imm?) visando reter a membrana da gema (chalaza). A amostra peneirada
foi transferida para um processador de alimentos (WALITA RI17633), para a completa
homogeneizag&o entre a clara e a gema, sob vacuo, durante 1 minuto. A amostra
homogeneizada foi transferida para um kitassato mantido sob banho de gelo e
aplicado vacuo por meio de uma bomba de vacuo (QUIMIS Q355B), para que assim
houvesse a eliminacdo de bolhas de ar formadas na operagcdo anterior
(ESCARABAJAL, 2011).

61



MATERIAL E METODOS

4.2.2. Pasteurizacdo do ovo liquido integral

O ovo liquido integral obtido, conforme descrito anteriormente, foi
pasteurizado em banho-maria (FISATON 550) a 65°C, por 3 minutos efetivos,
seguido da reducdo imediata da temperatura, por imersdo em banho-de-gelo até a
temperatura proxima de 0°C (ESCARABAJAL, 2011).

4.2.3. Atomizagéo do ovo liquido integral pasteurizado

O ovo liquido integral pasteurizado, obtido como indicado anteriormente, foi
diluido com agua destilada, na propor¢do 1:3 (v:v), para entdo ser submetido a
desidratacdo, usando o atomizador do tipo Mini Spray Dryer BUCHI B-290 (BUCHI,
2009). A Figura 10 mostra o desenho esquematico do processo de atomizacdo do
Mini Spray Dryer BUCHI B-290 e do fluxo do ar de secagem .

entrada de ar
aquecimento
entrada na camara de secagem
ciclone
aspirador
controle da temperatura do ar de
‘ ‘ — —— T entrada

7. controle da temperatura do ar da
=10 sai da
® 8. vaso de recebimento do produto
final

ounnkwne

Figura 10. Esquema do Mini Spray Dryer BUCHI B-290 e do fluxo do ar de
secagem (LANNES; MEDEIROS, 2003; BUCHI, 2009).
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As caracteristicas técnicas do atomizador corresponderam a: temperatura
méaxima de desidratacdo, 220°C; didmetro do bico atomizador, 0,7mm; gés utilizado,
nitrogénio; capacidade maxima de evaporacéo, 1L/h. O equipamento opera com bico
atomizador com fluxo paralelo, possibilitando tanto ao produto a ser atomizado como
ao ar de desidratacédo, fluirem na mesma direcdo. O gés nitrogénio (inerte) foi usado

para prevenir a oxidacdo de acidos graxos e do colesterol durante a atomizagao.

As temperaturas de entrada e de saida sdo fatores importantes na
atomizagdo, onde a Ultima ndo pode ser controlada, devido a uma limitacdo do
equipamento utilizado, por depender dos parametros escolhidos na operagéo
(temperatura de entrada, ajuste do aspirador, desempenho da bomba de
alimentacdo e do isolador térmico do cilindro) (BUCHI, 2009; LANNES, 2008;
ESCARABAJAL, 2011).

As condigbes empregadas na atomizacdo do ovo liquido integral
pasteurizado foram: temperatura de entrada, 170°C; temperatura de saida, 55+7°C;
vazao de alimentag&o, 15mL/min; fluxo do atomizador, 439L/h; tempo de operagéo
1h/L de ovo liquido; e concentracdo de sélidos, 0,07g/mL. Um tecido de algod&o foi
usado como isolante térmico do cilindro, com o objetivo de obter a temperatura de
saida desejada (ESCARABAJAL, 2011).

4.2.4. Estudo da capacidade antioxidante e da estabilidade oxidativa lipidica do
ovo liquido integral, do ovo liquido integral pasteurizado e do ovo integral
pasteurizado atomizado obtido em laboratério

4.2.4.1. Efeito da pasteurizagcdo e atomizacdo sobre o ovo liquido integral

O ovo liquido integral (controle), ovo liquido integral pasteurizado e o ovo
integral pasteurizado atomizado foram avaliados quanto ao efeito dos
processamentos correspondentes sobre a capacidade antioxidante e a estabilidade
oxidativa lipidica dessas matrizes. As amostras foram analisadas imediatamente
apos o processamento, em relacdo aos lipidios totais (LP), a capacidade

antioxidante total da fracdo lipidica (CATL), as substéncias reativas ao &cido
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tiobarbitdrico (TBARS) e aos Oxidos de colesterol livres 7a-hidroxicolesterol (7a-OH),
7B-hidroxicolesterol (73-OH) e 7-cetocolesterol (7-CETO).

4.2.4.2. Efeito da estocagem sobre o ovo integral pasteurizado atomizado

Foi avaliado o efeito da estocagem sobre a capacidade antioxidante total da
fracdo lipidica e a estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado
atomizado, estocado em frasco de polietileno de alta densidade, ao abrigo da luz,
sob atmosfera de nitrogénio, durante 1, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, a 5+2°C. As
amostras foram analisadas a partir de 1 dia apds o processamento, em relacdo a
umidade, a capacidade antioxidante total da frag&o lipidica (CATL) e as substancias

reativas ao &acido tiobarbitarico (TBARS).

4.2.4.3. Efeitos da adicdo e concentragcdo da mistura de antioxidantes (extrato
de alecrim, extrato de ché verde e BHA) sobre a estabilidade oxidativa lipidica
do ovo integral pasteurizado atomizado

Por meio de teste de concentragdo de antioxidantes, usando a metodologia
de superficie de resposta (RSM), foram adicionados antioxidantes (Extrato de
alecrim - Guardian™ Rosemary Extract 08; Extrato de Cha Verde - Guardian™
Green Tea Extract 20M e BHA) em diferentes concentragfes ao ovo liquido integral
pasteurizado, antes da atomizagdo. Adotou-se um delineamento experimental
completo do tipo 2% com 2 replicatas no ponto central, totalizando 11 ensaios
independentes (MONTGOMERY, 2000), como é mostrado na Tabela 3. Na Tabela 4
encontram-se os niveis das variaveis independentes testadas em misturas. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.
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Tabela 3. Delineamento experimental adotado

Ensaios Alecrim  Cha verde BHA

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0

11* - AA - AA - AA

*Sem antioxidante

Tabela 4. Niveis das variaveis independentes a serem testadas

Alecrim (ppm) Ché verde (ppm) BHA (ppm)

-1 0 1 -1 0 1 -1 0 1
200 600 1000 100 300 500 100 150 200

Nao foi encontrada legislac@o especifica para adicdo de extratos de alecrim
(Guardian™ Rosemary Extract 08 ) e cha verde (Guardian™ Green Tea Extract 20M
) em alimentos. Portanto, as concentracfes dos extratos de alecrim e cha verde
encontram-se dentro dos limites recomendados pela DANISCO (2011), enquanto

que a concentragdo do BHA est4 de acordo com a legislagdo brasileira (BRASIL,
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2005). Nas tabelas 5 e 6 encontram-se o laudo técnico dos extratos de rosemary e

cha verde, respectivamente.

Tabela 5. Laudo técnico do Guardian™ Rosemary Extract 08 — DANISCO

Composicéo

Mono e diglicerideos de &cidos graxos (E471)
Extrato de alecrim (INS392) Ester de &cido acético de mono e diglicerideos

(INS472a)

Propileno glicol (E1520)

Especificagdes fisico-quimicas

Forma a 25°C Liquido
Cor Marrom
Compostos fendlicos Acido carnésico 2.7 a 3.3%

Diterpenos fendlicos 4 a 4.7%

Dosagem recomendada 0,2g a 1g/ Kg de 6leo ou gordura

Tabela 6. Laudo técnico do Guardian™ Green Tea Extract 20M — DANISCO

Composicéo

Extrato de cha verde 20% de catequinas e 80% de
maltodextrina

Especificagdes fisico-quimicas

Forma a 25°C P
Cor Péssego claro
Dosagem recomendada 0,1g a 0,5g/ Kg de 6leo ou gordura

Os antioxidantes (extrato de alecrim, extrato de cha verde e BHA) antes de
serem adicionados ao ovo liquido integral pasteurizado foram solubilizados,
respectivamente, em 10mL de etanol, agua destilada e etanol, sob agitacdo
magnética (1 a 2 minutos). Dessa forma, a concentracdo em ppm dos antioxidantes
adicionados ao ovo liquido integral pasteurizado baseou-se na concentragdo de
lipidios totais do ovo liquido integral. O produto atomizado obtido foi mantido a 5+2°C
por até dois dias, até a realizacdo das andlises. Os parametros analiticos adotados

foram: lipidios totais, capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL),
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substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), acidos graxos livres (AGL),
capacidade redutora pelo reativo de Folin-Ciocalteu (CR-F) e substancias absorvidas
a 233 nm (AS-233).

4.2.4.4. Otimizagao das concentragdes da mistura de antioxidantes (extrato de
alecrim, extrato de ch& verde e BHA) pelo modelo matemético proposto pela
metodologia de superficie de resposta

A otimizag&o da concentragdo da mistura de antioxidantes procedeu-se com o
uso da funcéo de desejabilidade, que seguiu a imposigdo computacional exaustiva
nos pontos com respostas 6timas (DERRINGER; SUICH, 1980).

Novas amostras de ovo liquido integral pasteurizado foram preparadas e a
elas adiciona a uma nova combinagdo de antioxidantes definida pelo programa
estatistico (SAS, 1997) como 6tima, em seguida foram atomizadas e submetidas aos
mesmos protocolos experimentais para averiguar a adequabilidade dos modelos em

seu poder preditivo e o valor previsto.

4.2.45. Efeitos da adicdo da mistura otimizada de antioxidantes (extrato de
alecrim, extrato de cha verde e BHA) e das condi¢cdes de estocagem sobre a
estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado

Uma vez conhecidas as concentracfes oOtimas dos antioxidantes, o0s
mesmos foram adicionados ao ovo liquido integral pasteurizado antes da
atomizagdo. O produto atomizado foi estocado em frasco de polietileno de alta
densidade, opaco, sob atmosfera de nitrogénio, a 5+2°C e 25+2°C, e analisado apos
1, 30, 60 e 90 dias. A atmosfera desejada (inerte) foi viabilizada pelo deslocamento
do ar interno da embalagem, por jato de nitrogénio, com imediato rosqueamento da
tampa do frasco. Os parametros analiticos adotados foram: umidade, capacidade
antioxidante total da fragéo lipidica (CATL), substancias absorvidas a 233nm (AS-
233) e oxidos de colesterol livres (7a-hidroxicolesterol (7a-OH), 7B-hidroxicolesterol
(78-OH) e 7-cetocolesterol (7-CETOQ)).
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4.2.5. Quantificagdes analiticas

4.25.1. Umidade

Determinada apds a secagem da amostra em estufa (FABBE PRIMAR 219)
a 105°C, até peso constante em balanca analitica (METTLER TOLEDO AG285)
(AGENCIA NACIONAL DE VGILANCIA SANITARIA: Instituto Adolfo Lutz, 2005).

4.2.5.2. Lipidios totais

Feita por gravimetria em balanca analitica (METTLER TOLEDO AG285),
apds a extragdo com cloroférmio/metanol (2:1, v/iv), segundo o método de Folch,
Lees e Stanley (1957), adaptado por Csallany et al (1989), com adicdo de NacCl
0,88%, no caso do ovo liquido, com posterior eliminagdo do solvente (32°C, sob
vacuo) em rotaevaporador (TECNAL TE210) e aquecimento em estufa (FABBE
PRIMAR 219) a 105°C/40 minutos.

4.2.5.3. Quantificagdo dos 6xidos de colesterol livres

Os oOxidos de colesterol analisados foram o 7-cetocolesterol (7-CETO), 7a-
hidroxicolesterol (7a-OH) e 7B-hidroxicolesterol (73-OH), na forma livre. Para a
quantificacdo desses Oxidos, a extracdo lipidica seguiu o que foi indicado antes,
cloroférmio e metanol, na proporgdo de 2:1 (v/v) (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957).
O extrato lipidico obtido (50-60 mg) foi solubilizado com n-heptano/isopropanol (98:2,
v/v), adicionado em coluna de Florisil (500 mg) e eluido com acetona, sendo esta
evaporada posteriormente, a 40°C, sob vacuo (PENAZZI et al.,1995), em
rotaevaporador (TECNAL TE210).
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Para a deteccdo dos oxidos de colesterol livres, por CLAE o residuo da
evaporacdo anterior foi ressuspenso em 2 mL da fase mével hexano/isopropanol,
93:7, vlv, filtrado em membrana durapore (Millex-Millipore), com 0,45 um de
didmetro, e injetado (20 uL) pelo injetor automatico (SIL-10ADyp) em cromatografo
HPLC (SHIMADZU LC-10ADVP). Foi usada coluna de silica y-Porasil, com poro de
10 um de didmetro, de 30 x 0,39 cm, marca Waters, em fase normal, e com fluxo
com vazéo de 1,0 mL/minuto. O monitoramento se deu a 206nm, para 0 7a-OH e
7B-OH, e a 233nm, para o 7-CETO, utilizando detector de arranjo de fotodiodos (UV-
VIS) SPD- M10ADyp (CSALLANY et al., 1989; KITAHARA, 2004; MEDINA, 2009;
ESCARABAJAL, 2011).

A metodologia considerou argumentos contidos na literatura (CSALLANY et
al., 1989) de que a quantificacdo dos O6xidos de colesterol totais, por usar a
saponificacdo, poderia levar a destruicdo de Oxidos (7-cetocolesterol,
principalmente) e/ou formacdo de outros. A metodologia utilizada foi padronizada
anteriormente (KITAHARA, 2004; MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2005).

4.2.5.4. Quantificacdo das substancias absorvidas a 233 nm (AS-233)

7

As substancias com absor¢cdes maximas a 233 nm (com € o caso do 7-
cetocolesterol), ou parcial (ndo identificadas no presente trabalho) (CHEN, CHEN,
1994), foram quantificadas como AS-233 e expressas em equivalentes de 7-
cetocolesterol. Como ja apontado, o 7-cetocolesterol é considerado o 6xido mais
frequentemente encontrado como produto da oxidacéo do colesterol, sendo proposto

gue a sua ocorréncia sirva para caracterizar tal evento.

Para a quantificacdo das substancias absorvidas a 233 nm, a extracéo
lipidica seguiu o que foi indicado antes, cloroférmio e metanol, na propor¢édo de 2:1
(viv) (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957). O extrato lipidico obtido (50-60 mg) foi
solubilizado com n-heptano/isopropanol (98:2, v/v), adicionado em coluna de Florisil
(500 mg) e eluido com acetona, sendo esta evaporada posteriormente, a 40°C, sob
vacuo (PENAZZI et al.,1995), em rotaevaporador (TECNAL TE210).
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Para a deteccdo e quantificacdo das AS-233, o residuo da evaporacgao foi
ressuspenso em 3 mL de hexano (grau HPLC), filtrado em membrana durapore
(Millex-Millipore) com 0,45 pm de didmetro e quantificadas por meio do
espectrofotdmetro de UV-Visivel (SHIMADZU 1800) a 233 nm.

4.2.5.5. Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O método empregado para quantificacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico foi o de Vyncke (1970), que propde a extracdo da amostra com acido
tricloroacético, seguido pela reacdo com o acido tiobarbiturico e leitura do complexo
formado em espectrofotdmetro VIS (TECNAL B572) a 535 nm. Este método baseia-
se na reacdo de MDA (dialdeido mal6énico) com TBA (4cido tiobarbiturico) para se
obter um pigmento vermelho, o que resulta a partir da condensagdo de duas
moléculas de TBA com uma molécula de MDA e a eliminacao provavel de duas
moléculas de &gua. Os resultados foram expressos em mg dialdeido

malonico/quilograma.

4.2.5.6. Acidos graxos livres (AGL)

A metodologia para quantificagdo dos &cidos graxos livres contemplou a
extracdo da fracdo lipidica com cloroférmio/metanol (2:1, v/v), por 10 minutos, em
agitador magnético, e filtracdo em papel de filtro (contendo 10 g de sulfato de sodio
anidro) para um baldo de evaporacdo previamente tarado, conforme Folch; Lees;
Stanley (1957), e adaptado por Csallany et al (1989) pela adicdo de NaCl 0,88%
(para separacéo das fases hidrofilica e lipofilica), no caso do ovo liquido.

O solvente foi rotaevaporado (TECNAL TE210) a 32°C, sob vécuo e o
residuo submetido a um fluxo de nitrogénio, até peso constante. Foram adicionados
25 mL de alcool etilico (95%) previamente neutralizados como NaOH 0,1M,

adicionadas 4 gotas de fenolftaleina e procedida a titulagdo com solucdo
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padronizada de hidréxido de sddio 0,1M, até que o aparecimento de coloracéo résea
persistisse por 30 segundos. Os resultados foram expressos em porcentagem de
acido oléico (AGENCIA NACIONAL DE VGILANCIA SANITARIA: Instituto Adolfo
Lutz, 2005).

4.2.5.7. Capacidade redutora pelo reativo de Folin-Ciocalteau (CR-F) -
Fendlicos totais

A extragdo dos fendlicos totais foi feita segundo Medina (2009) e a
quantificacdo pelo método de Zhang et al. (2006). A 0,75g de ovo liquido ou em po
foram adicionados 20 mL da solugdo metanol: 4gua (70:30, v/v, contendo 1% de
HCI) e procedida a homogeneizacao, por 40 minutos, em agitador magnético (color
SQUID - IKA).

O extrato foi centrifugado por 10 minutos, a 1000xg, e o sobrenadante
filtrado em papel comum contendo sulfato de sédio anidro. A uma aliquota de 200 pL
do extrato foi adicionado 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 1:10 (1 mL de Folin-
Ciocalteau concentrado: 10 mL de agua destilada) e, apés 5 minutos, 800 pL de
solugdo de carbonato de sddio (7,5%). A mistura foi homogeneizada, mantida no
escuro e em repouso, por 2h, e a absorbancia lida em espectrofotdmetro VIS
(TECNAL B572) a 750 nm. Os fendlicos totais foram expressos em mg de &cido
galico/100 mL do extrato.

4.2.5.8. Capacidade antioxidante total da fragéo lipidica (CATL)

Foi adotado o método do fosfomolibdénio, idealizado por Prieto, Pineda e
Aguilar (1999) e ajustado por Mohamed, Pineda e Aguilar (2007) para determinar a
capacidade antioxidante apresentada tanto por substancias hidrossoluveis como
lipossoluveis. O método em questdo foi usado em outros alimentos como, sementes
de milho, soja (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), semente de mucuna (LONGHlI,

2007), casca de laranja, gérmen de trigo, casca de banana, semente de girassol,
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pele de tomate (MOHAMED; PINEDA; AGUILAR, 2007) e sabugo de milho
(SILVEIRA, 2010), mas ndo em relagdo ao ovo ou produtos derivados, requerendo,

portanto, a necesséria adaptacdo e padronizagéo.

O método do fosfomolibdénio baseia-se na reducdo do molibdénio VI
[provido no reagente fosfomolibdato pelo (NH4)sMo7024] a molibdénio V, pela(s)
substéancia(s) ativa(s), com formagdo de um produto de cor verde formado pelo
complexo Mo(V)+P04, em pH acido, com absorcdo méaxima a 695 nm (PRIETO;
PINEDA; AGUILAR, 1999; MOHAMED; PINEDA; AGUILAR, 2007).

4.2.5.8.1. Extracao

Em tubo de centrifuga, com capacidade de 50 mL, foram adicionadas 5g de
sulfato de sddio anidro e, em seguida, 1g de ovo liquido ou 1g de ovo atomizado,
previamente homogeneizado (o sulfato foi omitido quando a amostra era o ovo
atomizado). O sulfato e a amostra foram homogeneizados entre si, com bastédo de
vidro, adicionados de 10 mL de hexano e agitados, primeiramente em agitador de
tubos (PHOENIX AT56), por 2 minutos, e depois em plataforma de agitagéo
(HEIDOLPH UNIMAX 2010), velocidade 6, por uma hora. Os tubos foram mantidos
em isopor com gelo e ao abrigo da luz, durante a extracdo. Completada a extragao,
os tubos foram centrifugados (SORVALL RC5C) a 9000xg/10 minutos, mantendo a
temperatura entre 0°C a 5°C, o sobrenadante filtrado em papel, transferido para um

baléo volumétrico de 25mL e o volume final completado com hexano.

4.2.5.8.2. Preparo do reativo de fosfomolibdato

O reativo foi necessariamente preparado momentos antes do uso. Aliquotas
de 8,6 mL das solugbes de molibdato de aménio (4mM), fosfato de sodio
monobdasico (32mM) e acido sulfdrico (0,6M), respectivamente, foram transferidas
para um baldo volumétrico e o volume completado para 25 mL, com de &gua

destilada.
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4.2.5.8.3. Procedimento

Aliquota de 0,5mL do extrato obtido anteriormente foi transferida para um
tubo eppendorf, dotado de tampa rosqueavel, e o solvente eliminado por
evaporacao, sob jato de gas nitrogénio. O residuo foi ressuspendido em 0,2mL de
etanol, adicionado de 1mL do reativo fosfomolibdato, homogeneizado em agitador
de tubos, aquecido em banho-maria (FISATON 550) a 95°C, por 90 minutos,
resfriado em banho de gelo, por 5 minutos, e em seguida submetido a centrifugacao
(INTERPRISE MINISPIN CENTRIFUGE) a 2000xg/3 minutos. Ao final, foi realizada
a leitura em cubeta de vidro 6tico (10 mm) a 695 nm em espectrofotdbmetro VIS
(TECNAL B572). Durante as etapas do procedimento, a incidéncia direta de luz foi
evitada. A capacidade antioxidativa total da fracdo lipidica foi expressa em

equivalente de a-tocoferol.

4.2.5.9. Padronizagdo do método do fosfomolibdénio para avaliacdo da
capacidade antioxidativa total da fragéo lipidica (CATL)

Serviram de pardmetros para avaliar a adequagdo do método, a linearidade
da curva de calibragéo, usando como padréo o a-tocoferol, limite de detecgéo, limite
de quantificagdo, precisdo e recuperagcdo (PIMENTEL; NETO, 1996; BARROS
NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002; BRASIL, 2003; PEIXOTO SOBRINHO et al.,
2008).

4.2.5.9.1. Linearidade da curva de calibragcao

Foi estabelecida com cinco concentragdes cada, 0,001; 0,014; 0,035; 0,043;
e 0,087 mg/mL), a partir da solucdo de a-tocoferol em etanol (1mg/ mL). Os
resultados foram analisados por regresséo linear simples, e os termos de qualidade
de ajuste linear- coeficiente de determinagdo (minimo aceitavel R*= 0,99),
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coeficiente de correlagdo, a equacgao de regresséo, o desvio-padrao e a normalidade
dos residuos — foram calculados (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002;
BRASIL, 2003).

4.2.5.9.2. Limite de detecgéo (LD) e Limite de quantificagéo (LQ)

O LD é entendido como a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada, sob as
condicdes experimentais estabelecidas. O LQ é a menor quantidade do analito em
uma amostra, que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis, sob as
condi¢cdes experimentais estabelecidas. Os LD e LQ foram estimados (em mg/mL),
considerando o desvio-padréo (DP) em relacdo ao coeficiente angular (IC) obtido
pela linearidade, utilizando respectivamente as equacdes: LD= DP x 3/IC e LQ= DP
x 10/IC (BRASIL, 2003).

4.2.5.9.3. Precisao

A precisdo avalia a aproximagdo entre véarias medidas efetuadas na mesma
amostra. Usualmente, € expressa como desvio-padrdo (DP), variancia ou coeficiente
de variacao (CV) de diversas amostras. O CV é dado pela equacao CV% = (DP/M)
x100, na qual DP é o desvio padréo de cada concentracdo e M é a média de cada
concentragdo (BRITO et al., 2003).
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4.2.5.9.4. Recuperagéo (R)

Foi realizada com quatro amostras (n=4), em triplicata. O resultado foi obtido
por meio da equacdo R (%) = (CTT - CTE / CTP) x 100, onde CTT compreendeu a
concentracgao total de a-tocoferol (o encontrado na amostra + o padréo adicionado a
ela), CTE a quantidade de a-tocoferol da amostra e CTP o teor de a-tocoferol do
padréo (BRASIL, 2003).

4.3. Andlise estatistica dos dados

Foi usado o programa SAS (SAS Institute, 1997). Em relagdo a
padronizacdo do método do fosfomolibdénio, ao efeito do processamento sobre o
tipo de ovo e diferentes tempos de estocagem do ovo, inicialmente as variancias de
cada variavel de resposta, foram avaliadas quanto a sua homogeneidade pelo teste
de Hartley. Em seguida, as variaveis de resposta tiveram as médias dos tratamentos
testadas por meio do teste de F univariado (ANOVA) para medidas repetidas, sendo
as medias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey. As variaveis que
apresentaram valor-p menor que 0,05 no teste de Hartley, foram submetidas ao
teste ndo-paramétrico de Kruscal-Wallis, para checar contrastes entre o0s
tratamentos. Os valores-p foram considerados significativos quando menores que
0,05.

Para checar o papel protetor dos antioxidantes na atomizacao de ovo liquido
integral pasteurizado, foi utilizada a metodologia de superficie de resposta (RSM)
através de um delineamento experimental completo do tipo 23, com 2 replicatas no
ponto central, totalizando 10 ensaios independentes (MONTGOMERY, 2000), como
€ mostrado na Tabela 3. As varidveis independentes adotadas foram o extrato de
alecrim extrato de cha verde e o BHA, com o0s niveis (ppm) descritos na Tabela 4.
Os niveis adotados foram baseados na recomendacdo da empresa fornecedora
(DANISCO) dos antioxidantes naturais (alecrim e cha verde) e na legislagdo
brasileira no caso do BHA.
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Para avaliar o efeito combinado das varidveis independentes sobre as
variaveis dependentes (yi) empregou-se a metodologia de superficie de resposta,
que pode ser genericamente escrita como: yi = f (X1, X2, X3). As médias dos dados
experimentais, para as cinco variaveis de resposta, dos dez tratamentos, foram
tratadas por andlise de regressao linear multipla, como emprego do programa SAS.
A analise de variancia, associada ao teste F, foi aplicada para testar a adequagéo
dos modelos, a falta de ajuste em relagcdo a 95% de confianga e para calcular o
coeficiente de determinacdo (R?). Os resultados experimentais foram ajustados ao
modelo que melhor representou a correlagéo entre cada fator e a resposta avaliada,
sendo que tal procedimento foi obtido pela estimag&o dos coeficientes de regressao.
Para visualizar o efeito das varidveis independentes sobre as respostas avaliadas
foram tragados graficos tridimensionais.

A otimizag&o da concentragdo da mistura de antioxidantes procedeu-se com o
uso da funcéo de desejabilidade, que seguiu a imposicdo computacional exaustiva
nos pontos com respostas 6timas (DERRINGER; SUICH, 1980). A partir de uma
nova combinagdo definida pelo programa estatistico como 6tima, uma nova amostra
de ovo liquido integral pasteurizado foi preparada, e a ela adiciona a combinagéo de
antioxidantes e submetida aos mesmos protocolos experimentais para averiguar a
adequabilidade dos modelos em seu poder preditivo e o valor previsto. O modelo
matematico obtido no valor experimental foi submetido a duas metodologias
estatisticas: i) teste t-Student pareado e ii) calculo do erro absoluto residual usando
a equagdao: Erro absoluto residual (%) = [(Valor experimental — Valor previsto)/Valor
experimental] x 100, para entdo ser otimizada a concentragdo dos antioxidantes

adotados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Padronizacdo do método do fosfomolibdénio para avaliacdo da capacidade
antioxidante total da frag&o lipidica do ovo

Considerando a presengca de quantidades significativas de substancias
oxidaveis (4cidos graxos e colesterol) na fracdo lipidica do ovo, foi incluido no
planejamento experimental conhecer a capacidade antioxidante exercida por

componentes naturais presentes no ovo.

Em publicagéo relativamente recente, Singh e Singh (2008) apresentaram
revisdo sobre métodos de determinacdo da atividade antioxidante in vitro.
Consideraram o método do fosfomolibdénio, idealizado por Prieto, Pineda e Aguilar
(1999), também aplicavel a determinagéo de vitamina E, como sendo de baixo custo,

reprodutivel, ndo apresentar interferéncia com solventes e sem qualquer limitag&o.

Mohamed, Pineda e Aguilar (2007) usaram o método de Prieto, Pineda e
Aguilar (1999) ajustando-o a determinacdo da capacidade antioxidante manifestada
tanto por substancias hidrossoluveis como lipossoliveis. No caso das lipossoluveis
(extraidas previamente em hexano), a expressao final dos resultados € dada em
termos de equivalentes de a-tocoferol (vitamina E). O método em questéo foi usado
em vérios alimentos (milho e soja), mas ndo em relagdo ao ovo ou a produtos dele

derivados, o que veio a requerer sua necessaria padroniza¢géo no presente trabalho.

O método do fosfomolibdénio baseia-se na reducdo do molibdénio VI
[provido no reagente fosfomolibdato pelo (NH4)sMo7024] a molibdénio V, pela(s)
substéancia(s) ativa(s), com formagcdo de um produto de cor verde formado pelo
complexo Mo(V)+P04, em pH acido, com absorcdo méaxima a 695 nm (PRIETO;
PINEDA; AGUILAR, 1999; MOHAMED; PINEDA; AGUILAR, 2007). Originalmente o
método, ao permitir sua utilizacdo para quantificar a vitamina E (neste caso, usando
temperatura de incubagdo de 37°C, ao em vez de 95°C), foi considerado uma
alternativa valida para substituir a determinacdo da referida vitamina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
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A linearidade da curva de calibracdo, o limite de deteccdo, o limite de

guantificacdo, a recuperacdo e a precisdo foram usados como parametros para
padronizacao do método selecionado.

A curva média de calibragdo em 5 niveis de concentracdo (0,001; 0,014;
0,035; 0,043; 0,087 mg/ mL), analises em triplicata, resultou na equacdo de
regressdo y = 13,705x + 0,0808, sendo y a absorbéncia (nm) e x a concentragao
(mg de a-tocoferol/ mL), com um coeficiente de determinacdo R?> = 0,9931,
coeficiente de correlagdo r = 0,9965, desvio padrao residual de 0,047, além do
gréfico de residuos (Grafico 5) ndo ter apresentado tendéncias. Assim, verificou-se a
adequabilidade do modelo de regressdo linear na modelagem dos resultados
experimentais para determinacao da capacidade antioxidativa total da fracao lipidica

(CATL) pelo método de fosfomolibdénio.
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Gréfico 1 — Residuos da curva de calibracdo da CATL

A precisdo constatada nao indicou qualquer dispersdo ao redor da média,
sendo que o valor maximo aceitavel no caso seria de até + 5%. A menor quantidade
de a-tocoferol/ mL que pode ser detectada foi de 0,005 mg (limite de detec¢édo-LD) e

a menor concentragdo quantificada de 0,017 mg (limite de quantificacdo-LQ). A
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recuperacao foi de 97,22 + 10,00% relativa ao a-tocoferol adicionado a matriz,

medindo a eficiéncia de sua extragao.

Os parametros avaliados foram considerados plenamente adequados e

concordantes com a literatura tomada como base (BRASIL, 2003).

A escolha do método do fosfomolibdénio, para a avaliacdo da capacidade
antioxidante total da frac@o lipidica (CATL) do ovo liquido integral, ovo liquido
integral pasteurizado e ovo integral pasteurizado atomizado, foi devido
principalmente & vinculagdo com o a-tocoferol, cujo aporte natural pode ser
comprometido no caso do ovo submetido ao processamento térmico e/ou
estocagem. Nao foram encontrados relatos na literatura da aplicacdo do método do
fosfomolibdénio para a avaliagdo da capacidade antioxidante total da fracao lipidica

do ovo e seus derivados.

A menor concentracdo quantificada expressa como limite de quantificacéo
(LQ) do método padronizado (0,017mg/ mL), condiz com a ocorréncia relatada em
ovo liquido integral (fresco), de 0,97mg/100g (USDA, 2008), ou seja, o LQ
constatado indica que o método tem sensibilidade suficiente para medir o a-tocoferol

presente no ovo.

O método do fosfomolibdénio pode ser utilizado em andlise de rotina no
controle de qualidade do ovo, durante o processamento e/ou estocagem, ja que 0S
compostos responsaveis por essa caracteristica estdo associados a atividade

antioxidante, com consequente preservacao.
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5.2. Efeitos da pasteurizagdo e da atomizagédo sobre a capacidade antioxidante

e a estabilidade oxidativa da fracé&o lipidica do ovo

Foram avaliados os efeitos dos processamentos de pasteurizagdo e de
atomizagdo, medidos pelos lipidios totais (LP), capacidade antioxidante total da
frag@o lipidica (CATL), substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) e do 7-
cetocolesterol (7-CETO), em ovo liquido integral, ovo liquido integral pasteurizado e
ovo integral pasteurizado atomizado (Tabela 7). Os oOxidos de colesterol 7a-
hidroxicolesterol (7a-OH) e 7B-hidroxicolesterol (73-OH), incluidos na investigacao,
ndo puderam ser quantificados por estarem abaixo dos limites de quantificagdo (1,03

x 107 e 2,30 x 107 g/ g) correspondentes.

Tabela 7. Lipidios totais (LP), capacidade antioxidante total da fracdo lipidica
(CATL), substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) e 7-cetocolesterol (7-
CETO) em ovo liquido integral (OLI), ovo liquido integral pasteurizado (OLIP) e ovo
integral pasteurizado atomizado (OIPA)

Ovo LP CATL TBARS 7-CETO
oLl 7,90°+ 0,68 2,45%+ 0,12 0,00334° + 0,49 8,39° + 1,48
OLIP 8,03+ 0,59 2,38%+ 0,28 0,00344°+ 0,53 10,15+ 1,53
OIPA 39,64%+ 0,33 1,76°+ 0,16 0,00416% + 0,10 12,874+ 2,18
p-valor” 0,48 0,06 0,008 0,63
p-valor” <0,01 <0,001 0,003 0,002

Resultados médios (n=3)tdesvio-padrdo expressos em base seca. LP: g de lipidio/100g; CATL:
equivalente em mg de a-tocoferol/g; TBARS: mg de dialdeido maldnico /kg; 7-CETO = ug 7-
cetolcolesterol/g. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente
diferentes (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey ou Kruscal-Wallis.'Valor-p para teste de

homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); #Valor-p para a andlise de variancia univariada ou
teste de Kruscal-Wallis.

Os resultados dos lipidios totais, CATL, TBARS e 7-CETO encontrados no
ovo liquido integral (OLI) (controle) e no ovo liquido integral pasteurizado (OLIP) ndo
diferiram significativamente (p>0,05) entre si, sugerindo n&o ter havido influéncia da
pasteurizagio realizada em laboratério (65°C/ 3 minutos). E evidente que o0s
resultados observados ndo podem ser extrapolados diretamente em relacdo & uma

pasteurizagdo industrial do OLI. E necessario considerar as diferencas inerentes da
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estrutura e escalas envolvidas. Mas esses resultados ddo uma orientagdo minima
favoravel nesse sentido.

Em oposi¢do, a atomizacdo do OLIP afetou a fracdo lipidica do produto.
Reduziu de modo significativo a CATL em 28,16%, comparada ao controle (OLlI), ao
mesmo tempo em que elevou as TBARS em 124,55% e o 7-CETO em 153,40%,
produtos secundarios da oxidacdo de &cidos graxos e do colesterol,
respectivamente. Neste caso é importante também considerar que em uma situacao
industrial o comprometimento do OIPA possa ser diferente e eventualmente maior.

Neste caso também, é importante considerar que numa situacdo industrial o

comprometimento possa ser diferente, e eventualmente maior (Tabela 7).

A atomizagdo promove redugdo da umidade e consequente aumento da
concentracdo dos demais componentes do ovo, como os lipidios (KITAHARA, 2004;
MEDINA, 2009; ESCARABAJAL, 2011). Com a diminuicdo da agua disponivel h&
aumento da concentragdo de radicais livres, elevando a taxa de oxidag&o de &cidos
graxos e de colesterol, favorecida pela temperatura empregada no processo
(ANGELO, 1992).

De acordo com a literatura, a diminuicdo da protecdo natural (proteinas,
carotendides, lipoproteinas, tocoferdis e fosfolipidios) (WAHLE; HOPPE; McINTOSH,
1993; GALOBART et al.,, 2001a; CABONI et al.,, 2005; FLOROU-PANERI et al.,
2006; WENZEL; SEUSS-BAUM; SCHLICH, 2010) do ovo com 0 processamento
poderd influenciar na estabilidade oxidativa do colesterol e A&cidos graxos
(KITAHARA, 2004; MEDINA, 2009).

Os lipidios do ovo fresco ndo sao facilmente oxidados (WAHLE; HOPPE;
MCINTOSH, 1993; CABONI et al.,, 2005), sendo a oxidacdo facilitada durante o
processamento, especialmente quando envolve altas temperaturas, como na

atomizagao.

Com o processamento feito em escala de laboratorio, Wenzel, Seuss-Baum
e Schlich (2010) verificaram que a pasteuriza¢éo (61,5°C/ 3,5 minutos) da gema de
ovo ndo levou a mudancgas criticas no conteddo de carotendides (xantofilas), ao

contrario da atomizacgao e da liofilizagdo, que causaram perdas, de 5,53 e 18,57%,
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respectivamente, induzidas por uma desnaturac@o de proteinas e desestabilizacdo

da matriz celular.

Em condi¢des laboratoriais idénticas as empregadas no presente trabalho,
Escarabajal (2011) observou, opostamente, que a pasteurizagéo e a atomizagéo do
ovo liquido integral ndo afetaram a estabilidade oxidativa do colesterol, quando
avaliada por intermédio dos oxidos 7a-hidroxicolesterol, 73-hidroxicolesterol e 7-
cetocolesterol livres. Esta divergéncia sugere uma reavaliagdo sobre um eventual
efeito ou ndo do processamento, na obtencdo do ovo integral pasteurizado
atomizado (OIPA) realizado em laboratério, podendo ser util também nos casos de

produgéo em escalas piloto e industrial.

Foi constatada por Medina (2009) uma reducéo significativa de 25% dos
carotenoides totais em ovo liquido integral pasteurizado atomizado (OIPA)
processado em escala industrial, sem que houvesse o comprometimento do
colesterol, medido pelos 6xidos livres como o 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol,
7B-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol. Por sua vez, Caboni et al. (2005)
observaram que a atomizacao industrial ndo afetou a composi¢éo de tocoferéis (a-
tocoferol e y-tocoferol). No entanto, 0 processamento provocou o surgimento da
reacdo de Maillard, além da oxidacdo do colesterol, medida pelo 7-cetocolesterol,
7a-hidroxicolesterol,  7p-hidroxicolesterol, colesterol-5a,6a—epdxido, colesterol-

5B,6B—epoxido, colestanotriol, 25-hidroxicolesterol e 20-hidroxicolesterol.

A operacdo de desugarizagdo (retirada da glicose) do ovo antes da
atomizagdo o protege durante o aquecimento e estocagem, em relagdo a formacao
de compostos da reacdo de Maillard. Esses compostos resultam da condensagéo
dos grupos carbonila, do agucar redutor, e amino, da proteina (CABONI et al., 2005),
que por sua vez sdo responsdveis principalmente pelo sabor e cor indesejaveis
observados no ovo em pé (BERGQUIST, 1995). Entretanto, tais produtos, tendo
atividade antioxidante, tornam o ovo atomizado mais estavel durante a estocagem
(SMITH; ALFAWAZ, 1995; ALAIZ; ZAMORA; HIDALGO, 1996; SHIZUCHI; HAYASE,
2003).

Segundo Galobart et al. (2001lab), o perfil lipidico do ovo influéncia a
oxidacgdo de &cidos graxos, indicada pelo aumento das substancias reativas ao acido

tiobarbitdrico (TBARS) em até 10 vezes, ap0s a atomizagéo industrial. Os resultados
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da Tabela 7 n&do confirmam o fato, eventualmente pelo processamento ter sido

realizado em escala de laboratério.

As concentragdes de TBARS (mg de dialdeido maldnico/kg) detectadas por
Medina (2009), em amostras comerciais de ovo liquido integral pasteurizado
(0,37mg) e de ovo integral pasteurizado atomizado (0,34 mg) superaram as
encontradas no presente estudo (Tabela 7). O que deve estar relacionado as
diferentes condicdes de atomizagdo empregadas industrialmente, entre elas as
temperaturas mais elevadas de atomizacao e diferentes amostras (LAI et al., 1995;
GUARDIOLA et al., 1995, 1997), resultando no aumento das TBARS
(THUNGMANEE; INTARAPICHET; THAIUDOM, 2007).

A liofilizagéo e a atomizagao industriais, segundo Kitahara (2004), tiveram
influéncia na oxidacdo do colesterol avaliada pelo somatério dos Oxidos 7-
cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol, 7p-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol. As
concentragdes dos 6xidos analisados foram de 22,80, 75,19 e 101,9 ug/g, no ovo
liquido integral, atomizado e liofilizado, respectivamente. Entretanto, o aumento das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi mais efetivo na atomizacéo
(0,684 a 1,90 mg de dialdeido maldnico/kg). Contudo, o0 processamento nao

influenciou significativamente o perfil de acidos graxos.

Os resultados obtidos (Tabela 7) sugerem que a avaliagdo da CATL
potencialmente possa ser usada no controle da atomizag&o industrial do ovo integral
previamente pasteurizado, antes e logo apds o processo e, inclusive, durante a

estocagem do produto.

A reducdo da CATL e a oxidacdo de acidos graxos e de colesterol,
provocadas pela atomizacdo, poderiam ser neutralizadas, ou no minimo diminuidas,
pela adicdo prévia de a-tocoferol (aumentando o aporte natural) e/ou outros
antioxidantes (isoladamente ou em associagdo), inclusive o0s sintéticos
convencionais (BHA, BHT, TBHQ), ndo sendo dispensadas as condigdes adequadas

de estocagem.
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5.3. Efeito da estocagem sobre a estabilidade oxidativa dos acidos graxos e a

capacidade antioxidante do ovo integral pasteurizado atomizado

O ovo integral pasteurizado atomizado (OIPA) foi mantido em frascos de
polietileno de alta densidade, impermeavel ao oxigénio, sob atmosfera de nitrogénio,
ao abrigo da luz e a 5+2°C, condi¢Oes essas consideradas ideais (HURR; PARK;
JOO, 2007), e avaliado quanto a umidade (U), a capacidade antioxidante total da
fracdo lipidica (CATL) e as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), em

relagdo ao tempo de estocagem no periodo de 90 dias (Tabela 8).

Tabela 8. Umidade (U), capacidade antioxidante total da frag&o lipidica (CATL) e
as substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) do ovo integral
pasteurizado atomizado mantido estocado em frasco de polietileno de alta
densidade, sob atmosfera de nitrogénio, ao abrigo da luz, a 5+2°C por até 90 dias

Estocagem (dias) U CATL TBARS
1 3,60+0,54 1,97+0,38 0,00288+0,15
15 3,7440,82 1,88+0,07 0,00245+0,28
30 3,12+0,81 1,79+0,40 0,00269+0,59
45 3,75+0,64 1,91£0,13 0,00240+0,64
60 3,96+0,67 2,00+0,07 0,002004+0,36
75 3,9340,45 1,90+0,25 0,0025440,37
90 4,30+0,41 1,73+0,45 0,00281+0,58
p-valor 0,70 <0,001 <0,001
p-valor” 0,10 0,22 0,27

Resultados médios (n=3)tdesvio-padrdo expressos em base seca. U: g de umidade/100g;
CATL: equivalente em mg de o-tocoferol/g; TBARS: mg de dialdeido malénico/kg. Valor-p para

teste de homogeneidade de varidncias de Hartley (F-max); #Valor-p para a analise de variancia
univariada ou teste de Kruscal-Wallis.

O ovo integral pasteurizado atomizado, estudado na Tabela 8, manteve-se
inalterado em relacdo a hidratagdo, a capacidade antioxidante total de sua fracao
lipidica (CATL) e & estabilidade oxidativa de acidos graxos. O controle da umidade
serviu para indicar a impermeabilidade da embalagem ao vapor d’agua do meio

exterior. O periodo de estocagem considerado é compativel com o prazo de validade
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comercial do produto, o qual, ainda, pode ser estendido, se estudos posteriores
assim o determinarem. A umidade encontra-se dentro da faixa relatada na literatura
(1,2 a 5,20 %) (CABONI et al., 2005; OBARA; OBIEDZINSKI; KOLCZAK, 2006;
MAZALLI; BRAGAGNOLO, 2007; MEDINA, 2009; ESCARABAJAL, 2011).

Foi verificada a existéncia de uma correlagdo linear decrescente entre a
CATL e as TBARS (Tabela 8), avaliada pelo produto de Pearson (r), cujo valor de
significancia da regressdo e a equagdo da reta constam também apresentados na
Figura 11. A correlagdo inversa constatada aponta que, quanto menor era a
capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL) mais propicio a oxidag&o
estava o OIPA, expressada pelas TBARS, ou seja, o comprometimento da protegao
natural do ovo incidiu na desestabilizacdo de &cidos graxos. Escarabajal e Tenuta-
Filho (2005) verificaram uma correlagdo crescente significativa (p<0,05) entre a
oxidacdo dos acidos graxos medida pelas TBARS e a oxidacdo do colesterol
avaliada pelo 7-cetocolesterol, quando o ovo foi submetido & atomizac¢éo industrial e

estocado em laboratério por 90 dias, sob 25°C, no escuro.

3,6

35T

3471

33T

CATL

321

TBARS:CATL: r?=0,7877; r = -0,8875; p = 0,0077; y= 4,7198 - 0,5306*x

31r

3,0
1,9 2,0 2,1 2,2 2,3 2,4 25 2,6 2,7 2,8 2,9 3,0
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Figura 11. Correlac@o entre a capacidade antioxidante total da fracdo lipidica
(CATL) (equivalente em mg de a-tocoferol/g) e as substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) (mg de dialdeido maldnico/ Kg) observada no ovo
integral pasteurizado atomizado (OIPA) durante a estocagem a 5+2°C por até
90 dias
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Os resultados da Tabela 8 sugerem que o comprometimento do produto
durante o processamento, indicado na Tabela 7, deva ser equacionado. Nesse
sentido, a adicdo previa de antioxidantes poderia ser uma opgéo de reforgo da
protecdo, em concentragcdo que garanta a estabilidade oxidativa e que possa ser
atil também durante a estocagem.

As condi¢bes de estocagem usadas tendo sido efetivas na manutencgéo da
CATL e na inibicAo da oxidag&o adicional de &cidos graxos (Tabela 8), como foi
visto, supostamente foram Gteis também em relagcé@o ao colesterol.

As condi¢bes e tempo de estocagem influenciam diretamente na formacao
de 6xidos de colesterol em alimentos. Comprovam-se em muitos estudos que ha
formacdo reduzida de dxidos de colesterol na gema de ovo atomizada, quando
estocada em baixas temperaturas (GUARDIOLA et al., 1995). No presente estudo,
as condi¢cOes de estocagem usadas s&o reconhecidas na literatura (HURR, PARK,
JOO, 2007) como efetivas na inibicdo da oxidagdo do colesterol. A embalagem de
polietileno ndo permitiu, aparentemente, a troca com o meio exterior, em relagéo ao
vapor d"agua, evitando que o produto atomizado, que é higroscépico (DEMERTZIS;
KONTOMINAS, 1988; PRITZKER, 1994) se hidratasse e favorecesse a oxidagao.

A embalagem usada, sendo também aparentemente impermeével ao
oxigénio (internamente em quantidade muito reduzida, pela substituicdo quase
completa pelo nitrogénio), ndo teria permitido que 0 mMesmo exercesse seu
indesejavel poder oxidante. Os fatores apontados, somados a ndo participacdo
direta de luz e ao emprego de temperatura de refrigeracdo (5°C), permitem que se
leve em consideracdo a oportunidade de estocagem do produto atomizado, com a
preocupac¢do de uma inibicdo efetiva da oxidacdo da fracdo lipidica. Como se sabe,
ao ovo atomizado disponivel ndo é dispensado esse cuidado, ao menos no
comércio local.

A literatura mostra que ha o comprometimento de vitamina E e carotendides,
aumento das TBARS e oxidacéo do colesterol (WAHLE; HOPPE; MCINTOSH, 1993)
quando o ovo é estocado a temperatura ambiente, com ligeira modificacdo desses
compostos quando o ovo é mantido sob temperaturas mais baixas (-18°C a 4°C)
(GRUNE et al.,, 2001; WENZEL; SEUSS-BAUM; SCHLICH, 2010). Além disso,
consta que a oxidagao do colesterol foi muito evidente no ovo atomizado exposto a
luz (FONTANA et al., 1993; HUR; PARK; JOO, 2007). As barreiras fisicas, tais como
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0s materiais de embalagem, sdo capazes de inibir ou reduzir a permeagao do ar
atmosférico e luz, sem efeitos negativos (oxidagéo, formacédo de compostos de odor
e sabor indesejaveis, etc) relativo aos alimentos e, consequentemente, minimizar a
oxidacao do colesterol (CHAN; GRAY; GOMAA, 1993).

Mazalli e Bragagnolo (2007), ao estocarem por 12 meses o0 ovo atomizado a
25°C, no escuro e sob vacuo, relataram que as quantidades de 6xidos de colesterol
(7-cetocolesterol, 7-a-hidroxicolesterol, 7-B-hidroxicolesterol, 5,6a-epoxicolesterol, e
5,6B-epoxicolesterol) aumentaram, sem que houvesse redugédo do colesterol. Os
acidos graxos poli-insaturados foram reduzidos, enquanto o0s niveis de
monoinsaturados e lipidios totais permaneceram constantes.

Os mesmos autores (MAZALLI; BRAGAGNOLO, 2009), dando continuidade
ao trabalho anterior, observaram que a concentragdo de 7-cetocolesterol foi maior
na gema submetida a fritura e aumentou ao longo da estocagem (45 dias/escuro)
quando feita a 25°C, em vez de 5°C. Nao houve diferenca entre os teores de
colesterol e de vitamina E com os diferentes periodos de estocagem. Contudo, a
concentracdo de vitamina E (10,15 a 11,43 mg) diminuiu com o tratamento térmico.
Além disso, os acidos graxos poli-insaturados, linolénico, eicosapentaendico e
docosahexaendico, foram reduzidos ao longo da estocagem, tanto a 5°C como a
25°C.

Medina (2009), ao estocar 0 ovo integral pasteurizado atomizado, durante
90 dias, a temperatura ambiente, em bolsa hermética de polietiieno de baixa
densidade, verificou o incremento da umidade de 2,92 a 4,98%. Atribuiu o fato a
natureza levemente higroscépica do ovo em p0, em sintonia com relatos da literatura
(DEREWIAKA; OBIEDZIN"SKI, 1988; PRITZKER, 1994). Ao mesmo tempo, houve
aumento das TBARS (0,35 a 0,69 mg de dialdeido maldnico /Kg), atribuido a forma
de manuseio das amostras e a permeabilidade da embalagem em relacdo ao
oxigénio e ao vapor dagua, apontado anteriormente.

Deve se dada atengédo especial ao processamento que possa prejudicar a
composicdo do alimento, as caracteristicas sensoriais e a formagdo de compostos
toxicos. Nao havendo outra forma de processamento que acarrete efeitos negativos
ao produto, o ideal é que se adotem fatores que os miniminizem ou impega-0s, como
por exemplo, adicdo de antioxidantes, melhores condicbes de embalagem e

estocagem. Como verificado no presente estudo, as condigdes de embalagem
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adotadas foram primordiais para manter estavel a oxidacdo lipidica e a protecdo

natural do ovo integral atomizado.
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5.4. Efeitos da adicdo e concentragdo da mistura de antioxidantes sobre a

estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado

Foram avaliados os efeitos da adicdo e concentragdo dos antioxidantes
extrato comercial de alecrim, extrato comercial de ché verde e BHA (realizada antes
da atomizagao), sobre o ovo integral pasteurizado atomizado (OIPA), por meio da
metodologia de superficie de resposta (RSM). A estabilidade oxidativa lipidica do
OIPA foi avaliada pelas variaveis de resposta - capacidade antioxidante total da
fracdo lipidica (CATL), substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS),
capacidade redutora pelo reativo Folin - Ciocalteau (CR-F), &cidos graxos livres
(AGL) e substancias absorvidas a 233 nm (AS-233). Foram ensaiadas dez misturas
dos antioxidantes mencionados, com monitoramento de um controle (sem adic&o de

antioxidante) (Tabela 9).

Os resultados obtidos variaram consideravelmente, refletindo a influéncia das
diferentes concentracdes dos trés antioxidantes usados sobre a estabilidade oxidativa

lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado, segundo a Tabela 9.

Nos ensaios 1, 2 e 7 a disponibilidade da CATL aumentou 147,26; 152,78 e
127,39%, respectivamente, em relagdo ao controle, enquanto no ensaio 9 houve
reducgéo de 37,04%, possibilitando que as TBARS ficassem reduzidas em 57,27%. O
aumento da CATL sugere a participagdo da mistura dos antioxidantes adicionados e,
a reducao das TBARS, um sinal de protecdo antioxidante.

Nos ensaios 5 e 7 ficaram evidentes aumentos de 179,10 e 190,91% das
TBARS, respectivamente, em relacdo ao controle, caracterizando a oxidacdo de
acidos graxos. Essas ocorréncias, contudo, ndo vieram acompanhadas do
comprometimento perceptivel da CATL correspondente disponivel. A ineficiéncia dos
antioxidantes envolvidos nos ensaios 5 e 7 poderiam justificar o aumento das
TBARS.

Como na Tabela 9, Guardiola et al. (1997) investigou o efeito da adigdo do
palmitato de ascorbila e o a-tocoferol, nas concentra¢des de 100 e 200 ppm, em ovo
atomizado, e observou que os antioxidantes usados ndo conseguiram evitar a perda

de &cidos graxos poli-insaturados e a oxidagdo do colesterol. Medina (2009)
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verificou que a adi¢cdo de 300 ppm de extrato comercial de tocoferdis ndo impediu o
aumento das TBARS em ovo atomizado comercial.

A prevencdo da oxidagcdo de é&cidos graxos pelo uso de antioxidantes €
frequentemente utilizada na industria de alimentos (ALLEN; HAMILTON, 1983;
NAMIKI, 1990; SIMIC; JAVANOVIC, 1994; GALOBART et al.,, 200l1la, 2001b;
LAROSA, 2011; BERTOLIN et al.,, 2010; 2011). Entretanto, os antioxidantes nao
melhoram a qualidade comprometida pela oxidagdo pré-existente no produto, mas
podem diminuir a concentracdo de oxigénio, interceptar o oxigénio singlete,
decompor os produtos primarios da oxidacdo em espécies ndo radicais e quebrar
cadeias prevenindo a propagacdo da reagdo de captura do hidrogénio (MELO;
GUERRA, 2002; BERTOLIN et al., 2011).
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Tabela 9. Efeitos da adi¢cdo e concentragdo das misturas de antioxidantes (Alecrim/
Cha verde/BHA/) ao ovo integral pasteurizado atomizado avaliados pela capacidade
antioxidante total da fracdo lipidica (CATL), substéncias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS), capacidade redutora pelo reativo de Folin - Ciocalteau (CR-
F), acidos graxos livres (AGL) e substancias absorvidas a 233 nm (AS-233)

Variaveis Variaveis de resposta’
independentes
8 E
S G ww < CATL TBARS CR-F AGL  AS-233
c Q <o T
i < O> m
1 -1 -1 -1 3,306 0,00127° 0,0030% 3,863  2,883%
2 -1 -1 13,4302 0,00088% 0,0028%"  3,147° 2,407%°
3 -1 1 -1 2,420 0,00126° 0,0039° 56632 2,863
4 -1 1 1 1,879%° 0,00167° 0,0029°®  3,043° 1,210¢
5 1 -1 -1 1,706 0,00197® 0,0025%"9 5003* 1,570
6 1 -1 1 1,959°°® 0,00080% 0,0021° 3,897 1,587
7 1 1 -1 2,860 0,002102 0,00522  3,413° 1,743
8 1 1 1 2,114%® 0,00097°%® 0,0025%" 5 7402 1,395°¢
9 0 0 0 1,542° 0,00047° 0,0034™ 3,760 1,930
10 0 0 0 1,680% 0,00047" 0,00239 3,820°° 2560%°
Controle negativo 2.245% 000110 0,0024°9  3.483° 2963

(sem antioxidantes)

Desvio padrdo conjunto 0,653 0,00054 0,0009 0,991 0,00054
p—valor* 0,0695 0,3422 0,8266 0,4186 0,3422
p—valor# <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Concentragdes dos antioxidantes: 200 ppm (-1) — 600 ppm (0) — 1000 ppm (1) alecrim; 100 ppm (-1)
— 300 ppm (0) — 500 ppm (1) cha verde; 100 ppm (-1) — 150 ppm (0) — 200 ppm (1) BHA. !'Resultados
médios (n=3) expressos em base seca. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey ou Kruscal-Wallis. CATL:
equivalente em mg de a-tocoferol/g; TBARS: mg de dialdeido maldnico/ kg; CR-F: mg de &cido
galico/g; AGL: porcentagem de acido oléico/g lipidio; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg
lipidio.” Valor-p para teste de homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); “Valor-p para a
analise de variancia univariada ou teste de Kruscal-Wallis.
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A capacidade redutora pelo reativo de Folin — Ciocalteau (CR-F) (Tabela 9)
foi maior no ensaio 7, podendo ter havido correlagdo com uma maior concentragao
de antioxidantes naturais, alecrim (1000 ppm) e cha verde (500 ppm), que séo fontes
reconhecidas de compostos fendlicos responsaveis por tal caracteristica (MORAIS
et al, 2009; AFONSO; SANTANA; MANCINI-FILHO, 2010) e uma menor
concentragdo do BHA (100ppm).

Os compostos fendélicos tém sido muito estudados devido a sua influéncia
na qualidade dos alimentos pela inibicio da peroxidagéo lipidica (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). Assim, diversos extratos de ervas como alecrim, coentro,
sélvia, tomilho e manjericdo tém sido investigados devido o seu poder antioxidante,
que é atribuido ao seu contetido de compostos fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007).
Além dos antioxidantes naturais adicionados ao ovo, segundo Hughes (1973) e
Merluzzi et al. (2000), os compostos fendlicos encontrados no ovo podem provir da

dieta das aves, pela possibilidade da gema incorporar esses compostos.

A quantidade dos acidos graxos livres (AGL) verificados nos ensaios 3,5 e 8
(Tabela 9) aumentaram em 162,50; 143,64 e 164,80% respectivamente, em relagéo
ao controle. Esse fato sugere que a combinagdo dos antioxidantes nas
concentragdes empregadas ndo foram efetivas para minimizar a hidrélise dos

lipidios produzindo AGL.

Tanto na auséncia de antioxidantes, como se deu no controle, contendo 3,48
% acido oléico/g lipidio, como na presenga dos mesmos nos ensaios 1 a 10 com
concentragdes de 3,043 a 5,76% é&cido oléico/g lipidio, houve significativo aumento
dos AGL em relacdo ao encontrado no ovo liquido integral pasteurizado néo

atomizado, o qual continha 1,45% acido oléico/g lipidio.

A decomposicéo acelerada dos lipidios quando submetidos ao aquecimento
(NAWAR, 2000), como ocorreu na atomiza¢do, poderia justificar o aumento de AGL.
Adicionalmente, o processo oxidativo lipidico é quase sempre acompanhado pela

formacgao de AGL.

Medina (2009) relatou a ocorréncia de AGL expressada em termos de 2,93%
acido oléico/g lipidio em ovo liquido integral pasteurizado industrial, valor este menor
que o constatado na Tabela 9, de 3,483% de &cido oléico/g lipidio (controle). Com a
atomizacgdo (industrial) do ovo liquido integral pasteurizado, Medina (2009) constatou
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uma reducdo de AGL de 73,5%. A reducdo observada foi associada a volatilizacdo
de acidos graxos e/ou oxidagdo com posterior conversdo em outros produtos
(TOMPKINS; PERKINS, 2000).

De modo geral, a oxidag@o dos &cidos graxos ocorre mais rapidamente com
a elevacdo da temperatura, devido a reducéo parcial da solubilidade do oxigénio
entre a agua e os lipidios. Os acidos graxos oxidam-se mais rapidamente ainda na
forma livre do que na conjugada na molécula de acilglicerol (NAWAR, 2000;
MEDINA, 2009).

Segundo Cherian, Holsonbake e Goeger (2002), a composi¢cdo de &cidos
graxos do ovo branco comercial gira em torno de 35,2%, 45,8% e 18,9% de &cidos
graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, respectivamente, com

elevada concentragéo de acido oleico (42,6%) na gema.

Os ensaios 4 e 8 exibiram reducdo das substancias absorvidas a 233 nm
(AS-233), entre 52,92 a 59,16 %, em relagéo ao controle, pressuposta pela acdo dos
antioxidantes envolvidos. As substancias com absor¢gées méaximas a 233 nm (com é
0 caso do 7-cetocolesterol), ou parcial (ndo identificadas no presente trabalho)
(CHEN, CHEN, 1994), foram quantificadas como AS-233 e expressas em
equivalentes de 7-cetocolesterol. Como j& apontado, o 7-cetocolesterol é
considerado o 6xido mais frequentemente encontrado como produto da oxidagdo do
colesterol, sendo proposto que a sua ocorréncia sirva para caracterizar tal evento
(Tabela 9).

Relacionando a concentracdo das AS-233, de 1,95 equivalente em ug 7-
cetocolesterol/ mg de lipidio, encontrada no ovo liquido integral pasteurizado, n&o
atomizado, com o ovo integral pasteurizado atomizado (controle; Tabela 9), de 2,963
equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg de lipidio, foi 51,95% maior, fica entdo a

sugestao de ter havido oxidagéo do colesterol provocada pela atomizagéo.

A adicdo dos antioxidantes butilato de hidroxianisol (BHA), butilato de
hidroxitolueno (BHT), galato de propila, palmitato de ascorbila, mistura de tocoferdis,
terc-butil hidroquinona (TBHQ), 6leo resina de alecrim e extrato de alecrim, ao ovo,
antes ou ap6s a atomizacdo, ndo foi eficiente para reduzir e/ou erradicar
completamente a oxidacdo do colesterol. A possibilidade de volatilizacdo dos
antioxidantes durante a atomizagdo foi considerada como fator de insucesso
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(MORGAN; ARMSTRONGAN, 1987; HUBER; PIKE; HUBER, 1995; LAl et al., 1995;
MEDINA, 2009; ESCARABAJAL, 2011).

Como visualizado na Tabela 7, com o aumento da oxidagdo do colesterol
com a atomizagdo, a baixa eficiéncia dos antioxidantes (Tabela 9) relativa ao ovo
atomizado ndo esta relacionada sO as altas temperaturas, mas também a elevada
area de superficie do produto e a presencga de oxigénio que, além de promoverem a
volatilizacdo dos antioxidantes, provocam a auto-oxidacdo lipidica (MAERKER,
1987; GUARDIOLA et al., 1995; CABONI et al., 2005; HUR; PARK; JOO, 2007), com
significativa reduc@o da protecdo naturalmente conferida pelas proteinas (fosvitina,
da gema, e conalbumina, da clara) (FLOROU-PANERI et al., 2006), carotenodides
(especialmente luteina e zeaxantina), lipoproteinas, tocoferdis e fosfolipidios
(WAHLE; HOPPE; MCINTOSH, 1993; GALOBART et al., 2001a; CABONI et al.,
2005; WENZEL; SEUSS —BAUM; SCHLICH, 2010).

A oxidacao lipidica ndo pode ser estimada apenas por simples ensaios in
vitro. No entanto, alguns compostos mostraram uma alta correlagdo entre os seus
efeitos antioxidantes, quando aplicados diretamente no alimentos e quando
avaliados por metodologias in vitro (CAPITANI et. al.,, 2009). Além disso, o
comportamento dos antioxidantes em mistura pode ser diferente daquele quando o
antioxidante é testado individualmente (ANGELO; JORGE, 2008; CAPITANI et. al.,
2009).

A influéncia das variaveis independentes (Alecrim/Cha verde/ BHA) sobre as
variaveis de respostas (CATL, TBARS, CR-F, AGL e AS-233), relativas ao do ovo
integral pasteurizado atomizado, como consta na Tabela 9, é observada na Tabela
10, apoiada no delineamento experimental completo do tipo 23, adotado pelo
coeficiente de regresséo significativo (p<0,05), equagéo de regresséo, valor de p da
regressao, coeficiente de determinacéo (R e valor de p (falta de ajuste) do modelo

matematico.
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Tabela 10. Analises de regressao dos resultados contidos na Tabela 9, referentes a
capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL), substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), capacidade redutora pelo reativo de Folin — Ciocalteau
(CR-F), &cidos graxos livres (AGL) e substancias absorvidas a 233 nm (AS-233)

Variavel valor p-valor
de Equacéo de regresséao (rep ressao) R? (%) (faltade
resposta 9 ajuste)
CATL y =2,2896 + 0,4683X2*X3 0,0085 41,23 0,1249
Nenhum coeficiente do modelo de
TBARS regressao foi significativo (p < 0,05) 0.01 NA 0,2978
CR-F Nenhum coeficiente do modelo de 0.0494 NA 07068

regressao foi significativo (p < 0,05)

Y=4,135 - 0,2646X; + 0,2921X; +

AGL 0,2437X3 + 0,1912X,*X5 + 0,5696X:*X> 0,002 93,59 0,0567
+ 0,6671X1*X2*X3

AS-233 y =2,014 -0,3077X; - 0,3835X; 0,0444 63,74 0,6930

X, = BHA; X, = Alecrim; X; = Cha verde. R“= Coeficiente de determinacéo. NA= N&o aplicavel. CATL:
equivalente em mg de a-tocoferol/ g; TBARS: mg de dialdeido maldnico/kg; CR-F: mg de &acido
galico/g; AGL: porcentagem de acido oléico/g lipidio; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg
lipidio.

Pela equacéo de regresséo (Tabela 10) pode-se observar que apenas o cha
verde e alecrim influenciaram a CATL, ou seja, a interagdo desses antioxidantes
aumenta significativamente a CATL, mas apesar de apresentar coeficiente do
modelo de regresséo e valor de p (regresséo) significativos (p<0,05) e falta de ajuste
nao significativo (p>0,05), o modelo matematico tem baixo poder de explicagdo (R*<

60%), por isso ndo pode ser usado para fins preditivos.

Segundo a Tabela 10, para as TBARS e CR-F os modelos mateméaticos ndo
mostraram ser apropriados para descrever o efeito da mistura dos antioxidantes em
ovo integral pasteurizado atomizado, usando as condigcdes experimentais adotadas
no presente estudo, uma vez que os coeficientes do modelo de regressao nao foram
significativos (p<0,05), além dos coeficientes de determinacdo (R? estarem
proximos a nulidade. Assim, os resultados indicam que nenhuma variavel
independente adotada (concentragcdes e tipo de antioxidantes) mostrou ter
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significancia na diminuicdo de TBARS e no aumento da CR-F do ovo integral
pasteurizado atomizado. Os modelos mateméaticos propostos para TBARS e CR-F

ndo podem, portanto, ser usados para fins preditivos.

A equacéo de regressao mostra que os trés antioxidantes adicionados ao
ovo liquido integral pasteurizado influenciaram o aumento dos acidos graxos livres,
sendo que o BHA, isoladamente reduz, e o alecrim e ch& verde aumentam
significativamente essa resposta. Além disso, a equacao do modelo de regressao
demonstra que somente o BHA e o alecrim afetaram as AS-233, reduzindo

significativamente sua formagé&o (Tabela 10).

Os resultados experimentais mostraram que a metodologia de superficie de
resposta foi adequada para descrever a formacdo de AGL e AS-233 durante a
atomizagdo de ovo liquido integral pasteurizado, uma vez que o modelo matematico
proposto foi significativo (p de regressdo<0,05), com falta de ajuste nao significativo
(p>0,05), e explicaram pelo modelo matematico (R?), respectivamente, 93,59 e
63,74% da variabilidade dos resultados (Tabela 10), assim, podem ser usados para

fins preditivos.

A RSM nem sempre é utilizada com sucesso para descrever resultados
experimentais, ou seja, nem sempre se tem valores R? altos ou significAncia no
modelo matemético (PAUCAR-MENACHO et al.,, 2008; OMWAMBA; HU, 2009;
GRANATO et al., 2010; HOSSAIN et al., 2010; SAHA et. al, 2011). Isso é bastante
comum, pois nem sempre é possivel, por exemplo, colocar rea¢des biogquimicas em
uma equacdo matemética, ja que muitos outros fatores, além dos testados, podem

influenciar significativamente a resposta experimental.

Na Figura 12 encontram-se os resultados referentes a superficie de resposta
da capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL) do ovo integral
pasteurizado atomizado, em funcédo das concentra¢gfes adicionadas de alecrim e cha
verde. Foi observado que a CATL depende da concentragdo dos antioxidantes, ou
seja, quanto menor a concentragdo dos antioxidantes, maior a CATL do ovo integral
pasteurizado atomizado. Em maiores concentracbes, o alecrim e o cha verde

exerceram efeito pro-oxidante.
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Figura 12. Superficie de resposta da capacidade antioxidante total da fracédo lipidica
(CATL) (equivalente em mg de a-tocoferol/lg) do ovo integral pasteurizado
atomizado, em funcado da concentracao adicionada de alecrim e cha verde

Chu e Hsu (1999), estudando o efeito de fosfolipidios (1500 ppm), palmitato
de ascorbila (100 ppm), alecrim (1000 ppm), tocoferol (1000 ppm) e catequina
(1000 ppm) sobre a estabilidade oxidativa do 6leo de amendoim, verificaram
através da RSM que entre esses antioxidantes, a catequina sozinha ou em mistura
com fosfolipidios, alecrim e tocoferol aumentou significativamente a estabilidade do
produto em relagdo ao controle, sendo seguida por fosfolipidio, alecrim e tocoferol.
O palmitato de ascorbila n&o apresentou resultado significativo.

McCarthy et al. (2001a,b) constataram que as catequinas do cha verde
demonstraram acéo sinergistica positiva na reducdo da oxidacdo lipidica em
hamburguer de carne de porco, cru e cozido, quando combinados com extratos de

alecrim e salvia, em niveis inferiores a 500ppm. A literatura mostra que os polifendis
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do cha verde interagiram com o a-tocoferol e com a vitamina C, inibindo a
peroxidacdo de acidos graxos (DAI; CHEN; ZHOU, 2008).

Na Figura 13 encontram-se os resultados referentes a superficie de resposta
dos &cidos graxos livres (AGL) do ovo integral pasteurizado atomizado, em funcéo
da concentragcéo adicionada de cha verde e BHA. O cha verde e o BHA exerceram

influéncia sobre a formacdo de AGL. Quanto menor a concentragdo dos
antioxidantes, maior a formacao dos &cidos graxos livres.
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Figura 13. Superficie de resposta dos acidos graxos livres (AGL: % &acido oléico/g

lipidio) do ovo integral pasteurizado atomizado, em fungdo da concentracdo
adicionada de cha verde e BHA

Mildner-Szkudlarz et al. (2009) adicionaram extrato de cha verde

(20/200/1000 ppm) e BHA (20 ppm) individualmente em biscoitos. Foi constado que
ambos os antioxidantes reduziram claramente a oxidacao de &cidos graxos, inibindo
a decomposicdo dos monoinsaturados e poli-insaturados. A concentragcdo de
1000ppm de cha verde resultou num melhor efeito sobre a inibicdo da formagéo de
hidroperoxidos, em torno de 47 a 73%, enquanto o BHA inibiu, de 16 a 60%.
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Na Figura 14 encontram-se os resultados referentes a superficie de resposta
dos é&cidos graxos livres (AGL) do ovo integral pasteurizado atomizado, em funcéo

da concentracdo adicionada de alecrim e BHA. Quanto menor a concentragdo dos
antioxidantes, maior a formacao dos &cidos graxos livres.

&l
.
:é:' sl
8 a4
&
E Y ¢
@ ‘ T
¢ e i - %}m

. = S
-:\--D = - >4.5
[ <41
[ ]<36

[ ]=<31
Figura 14. Superficie de resposta dos acidos graxos livres (AGL: % acido oléico/g

lipidio) do ovo integral pasteurizado atomizado, em funcdo da concentracdo
adicionada de alecrim e BHA

Medina (2009) ndo constatou influéncia da adicdo de tocoferois (300 ppm)
na concentracao de acidos graxos livres do ovo atomizado.
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Na Figura 15 encontra-se a superficie de resposta das substancias
absorvidas a 233 nm (AS-233) do ovo integral pasteurizado atomizado, em funcéo

da concentragdo adicionada de alecrim e BHA. O alecrim e o BHA exerceram

influéncia sobre as AS-233. Quanto maior foi a concentragdo dos antioxidantes
menor a formacao das AS-233.
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Figura 15. Superficie de resposta das substancias absorvidas a 233 nm (AS-233)
(equivalente em ug 7-cetocolesterol/ mg lipidio) do ovo integral pasteurizado
atomizado, em fungdo da concentracdo adicionada de alecrim e BHA

Rankin e Pike (1993) avaliaram a eficiéncia de antioxidantes como,
oleoresina de alecrim, miricetina, quercitina, isdbmeros de tocoferdis (a, B e vy),
mistura de isbmeros de tocoferdis e BHA, em relacdo a oxidacdo do colesterol.
Somente os isbmeros de tocoferol promoveram efetivo atraso da autoxidagdo do
colesterol e, consequentemente, retardou a formacao dos 6xidos de colesterol.
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A literatura indica como antioxidantes mais adequados para aumentar a
estabilidade oxidativa de gordura animal, o &cido caféico e o extrato metandlico de

alecrim, com efeito superior ao BHT e BHA, respectivamente (RAMALHO; JORGE,
2006).

Lai et al. (1995) observaram que houve reducdo dos 6xidos de colesterol no
ovo integral atomizado na presenca de TBHQ (200 ppm) e 6leo essencial de alecrim
(500 e 1000ppm) em relagéo ao controle (sem antioxidantes).
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5.5. Otimizacdo das concentracfes de antioxidantes pelo modelo matematico

proposto pela Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM) foi empregada no presente
estudo por ser capaz de avaliar os efeitos de multiplos fatores e suas interagfes, em
uma ou mais varidveis de resposta. Pode ter em conta a possivel inter-relacéo entre
as variaveis do teste, enquanto minimiza o nimero de experimentos (ANTONIO et
al., 2006; TORALLES et al., 2010; SAHA et al., 2011). A RSM é uma forma eficaz do
método estatistico que € til para modelagdo matemética (WU et al., 2012), obtendo-
se modelos preditivos em fung@o das variaveis independentes e as varidveis de
resposta (MOURA et al., 2007). Pode também ser efetivamente usada como uma
ferramenta para encontrar a combinacdo das variaveis independentes que produza

uma resposta otima (SAHA et al., 2011).

Tendo como base os resultados obtidos nas Tabelas 9 e 10, a otimizagao
nm (AS-233) mostrou estatisticamente que a fungcdo de desejabilidade total foi de
0,59 e o sistema antioxidante proposto pela RSM de 150 ppm de BHA, 600 ppm de
alecrim e 300 ppm de cha verde, o que corresponde aos ensaios 9 e 10 do
experimento realizado (Tabela 9). Seria essa a composi¢do 6tima dos antioxidantes
para diminuir a formagdo das AS-233 no ovo integral pasteurizado atomizado. O
valor médio previsto pelo modelo matematico para as AS-233 foi de 2,015
equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg de lipidio. A partir disso, uma nova amostra
(ovo liquido integral pasteurizado) contendo os valores mencionados de cada
antioxidante foi formulada e submetida aos mesmos protocolos experimentais, para

averiguar a adequabilidade dos modelos em seu poder preditivo.

O resultado médio experimental obtido de 2,09 + 0,29 equivalente em pg 7-
cetocolesterol/ mg de lipidio. Sendo assim, o erro absoluto residual entre os valores
previstos e os experimentais foram calculados [Erro absoluto residual (%) = (Valor
experimental — Valor previsto/Valor experimental) * 100], resultando em 3,588%, e a
comparagao pareada usando o teste t-Student entre o valor experimental e o valor

tedrico previsto pelo modelo matematico de formacdo das substancias absorvidas a
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233 nm (AS-233) acusou um valor-p (0,7022) néo significativo, aceitando, assim, a
hip6tese de nulidade, que evidencia a igualdade de médias entre o valor previsto
pelo modelo matematico oriundo da RSM e a média de um experimento

independente, usando as mesmas condi¢cdes experimentais.

Portanto, o modelo proposto para as substéancias absorvidas a 233 nm (AS-
233) pode ser usado para fins preditivos. Embora o modelo matematico obtido
relativo aos &cidos graxos livres (AGL) pudesse ser usado para fins preditivos, a
opcao de ndo utiliza-lo na otimizagdo, decorreu do fato de tais compostos ndo serem
propriamente produtos gerados no processo oxidativo lipidico, ainda que sejam mais

susceptiveis a oxidagao por estarem na forma livre.

A RSM foi determinante para se constatar com precisdo aceitavel a
influéncia das diferentes concentragbes dos antioxidantes adicionados, com o
objetivo de manter a estabilidade oxidativa do ovo submetido & atomizagéo e
posteriormente estocado sob condi¢des consideradas ideais. Através dela chegou-
se a um sistema antioxidante considerado 6timo para inibir e/ou diminuir a formacéo

das substancias absorvidas a 233 nm (AS-233).
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5.6. Efeitos da adi¢cédo de antioxidantes e das condi¢cdes de estocagem sobre a

estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado

Ao ovo integral pasteurizado foi adicionado & mistura dos antioxidantes
alecrim, cha verde e BHA, nas concentra¢des otimizadas de 600, 300 e 150ppm,
respectivamente (Tabela 6), antes da atomiza¢cdo. Em seguida, o produto foi mantido
em frasco de polietileno de alta densidade, impermeével ao oxigénio, sob atmosfera
de nitrogénio, ao abrigo da luz e nas temperaturas de 5+2°C e 25+2°C, por até 90
dias, e avaliado quanto & umidade, capacidade antioxidante total da fracéo lipidica
(CATL), substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e 7-cetocolesterol (Tabelas 11,
12, 13 e 14). Os oxidos de colesterol 7a-hidroxicolesterol (7a-OH) e 7pB-
hidroxicolesterol (78-OH), incluidos na investigagdo, ndo puderam ser quantificados
por estarem abaixo dos limites de quantificacédo (1,03 x 107 e 2,30 x 107 pg/ g)

correspondentes.
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Tabela 11. Umidade (U), capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL),
substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e 7-cetocolesterol (7-CETO) do ovo
integral pasteurizado atomizado sem antioxidantes (controle) e com a mistura de
antioxidantes otimizada (AA), estocado por até 90 dias em embalagem impermeével
ao oxigénio, sob atmosfera de nitrogénio, ao abrigo da luz e a 5+2°C

Amostras Dia U CATL AS-233 7-CETO
Controle 5°C 1 2,93°+0,17 2,29%+0,10 3,57%+0,37 0,0212%°+0,0002
AA 5°C 3,01°+0,27  1,92°+0,27 1,77°+0,21  0,033%+0,0006
Controle 5°C 30 2,89°+0,27 2,38%+0,49 3,38%+0,57 0,0259%+0,0085
AA 5°C 30 2,18°+0,10 2,31®+0,17 1,23°+0,14 0,0200%+0,0005
Controle 5°C 60 3,19°+0,27 2,40%®+0,05 1,31°+0,14 0,0198%°+0,0004
AA 5°C 60 2,08°+0,48 2,15°+0,17 1,43°+0,13 0,0190%+0,0010
Controle 5°C 90 4,08%+0,16 1,88°+0,08 1,36°+0,17 0,0163°+0,0003
AA 5°C 90 2,93°+0,11 2,91®+0,13 1,41°+0,25 0,0158°+0,0009
p-valor 0,85 0,10 0,39 <0,001
p-valor” <0,001 0,001 <0,001 0,001

Resultados médios (n=3)+desvio-padrdo expressos em base seca. U: g de umidade/100g; CATL:
equivalente em mg de a-tocoferol/ g; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg lipidio; 7-
CETO: ug 7-cetocolesterol/ mg lipidio. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados
estatisticamente diferentes (p< 0,05), de acordo com o teste de Tukey ou Kruscal-Wallis. Valor-p
para teste de homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); “Valor-p para a andlise de
varincia univariada ou teste de Kruscal-Wallis

De acordo com a Tabela 11, a adicdo de antioxidantes exerceu efeito
somente sobre as substancias absorvidas a 233 nm (AS-233), que foram reduzidas
apds 1 e 30 dias de estocagem. A presenca dos antioxidantes e as condi¢des de
estocagem adotadas, a 5°C, foram suficientes para manter estaveis os niveis de
lipidica (CATL) e 7-

cetocolesterol. A reducdo das AS-233 pode estar relacionada com temperatura

umidade, a capacidade antioxidante total da fracdo

(5°C), que néao favoreceu a formagéo das mesmas, nos tempos indicados.

Como na Tabela 11, a literatura indica que a estocagem sob refrigeragéao
(4°C) em embalagens a vacuo e ao abrigo da luz preveniram a oxidacdo do

colesterol e consequentemente a formacdo de O&xidos de colesterol em ovo
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atomizado (NOUROOZ-ZADEH; APPELQVIST, 1987; GUARDIOLA et al., 1994,
ADDIS et al., 1996; CABONI et al., 2005). As condi¢cbes de atomizagdo em escala
industrial exercem efeito sobre a oxidacéo do colesterol (0,084 ug 7-cetocolesterol/
mg lipidio) (ESCARABAJAL; TENUTA-FILHO, 2005) se comparado com o obtido
neste estudo em ovo atomizado em escala laboratorial (0,0212 ug 7-cetocolesterol/
mg lipidio) (Tabela 9). Além disso, é importante considerar, que as caracteristicas do
alimento e as interagdes entre seus componentes e produtos de decomposicao,
durante o processamento e/ou estocagem, definem o perfil dos 6xidos formados e
as quantidades correspondentes (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002).
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Tabela 12. Umidade (U), capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL),
substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e 7-cetocolesterol (7-CETO) do ovo
integral pasteurizado atomizado sem antioxidantes (controle) e com a mistura de
antioxidantes otimizada (AA), estocado por até 90 dias em embalagem impermeével
ao oxigénio, sob atmosfera de nitrogénio, ao abrigo da luz e a 25+2°C

Amostras Dia U CATL AS-233 7-CETO

Controle 25°C 1 2,93°+0,17 2,55°+0,29 3,86°+0,45 0,0198°+0,0002

AA 25°C 1 3,01°+0,27 1,82°+0,33 1,67°°+0,13 0,0332%+0,0005
Controle 25°C 30 2,89°+0,32 2,74%®+0,20 1,39°9+0,23 0,0236°+0,0004

AA 25°C 30 3,33"+0,19 2,85®+0,13 0,77%+0,009 0,0213%+0,0007
Controle 25°C 60 2,91°°+0,23 2,56*+0,19 0,92°+0,25 0,0305"+0,0067
AA 25°C 60 2,79°0,04  1,65%0,19 1,59°+0,01 0,0216°+0,0002
Controle 25°C 90 3,95%°+0,15 2,27°%+0,33 1,63"°+0,10 0,0235°+0,0033
AA 25°C 90 3,48%°+0,04 2,91°+0,42  1,90°+0,37 0,0195%0,0010

p-valor 0,50 0,51 0,05 0,30
p-valor” <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Resultados médios (n=3)xdesvio-padrdo expressos em base seca. U: g de umidade/100g; CATL:
equivalente em mg de a-tocoferol/ g; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg lipidio; 7-CETO:
Mg 7-cetocolesterol/ mg lipidio. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados
estatisticamente diferentes (p< 0,05), de acordo com o teste de Tukey ou Kruscal-Wallis. Valor-p para
teste de homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); “Valor-p para a andlise de variancia
univariada ou teste de Kruscal-Wallis

Sob as mesmas condi¢cdes anteriores (Tabela 9), exceto em relacdo a
temperatura, que foi maior, a 25°C (Tabela 12), houve diferencas entre os
resultados. A CATL, mantida estavel a 5°C (Tabela 11), a 25°C (Tabela 12) teve seu
nivel rebaixado no 60° dia e aumentado no 90° dia, sem razdo aparente. Conforme a
Tabela 12 houve diminuicdo das AS-233 apés 1° dia e, do 7-CETO apés 30° e
60°dias. Eventualmente, a redugdo observada das AS-233 e 7-CETO tenha sido
resultante do efeito dos antioxidantes e da provavel transformagéo em outros 6xidos
de colesterol ndo quantificados nas condicdes analiticas estabelecidas
(MAERKER,1987; KITAHARA, 2004; HUR; PARK; JOO, 2007).

Estudo realizado por Kitahara (2004) revelou que o ovo atomizado e
liofilizado sob estocagem por 180 dias, a 28°C, resultou no progresso da oxidagéo

do colesterol (22,80 a 109,1 pg 6xidos/g).
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Constam da Tabela 13, resultados dos efeitos das temperaturas de
estocagem (5 e 25°C) sobre a umidade (U), capacidade antioxidante total da fragéo
lipidica (CATL), substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e 7-cetocolesterol (7-
CETO), relativos ao ovo integral pasteurizado atomizado sem antioxidantes

(controle).

Foi verificado aumento da umidade (134,81 a 139%) dos 90 dias de
estocagem, independentemente da temperatura, mas sem reflexo aparente sobre os
demais indicadores analisados na Tabela 13. O aumento da umidade poderia
significar maior atividade de &gua (ANGELO, 1992) e esta afetar as reacdes
envolvendo a CATL, AS-233 e 7-CETO.

No caso presente, o incremento da umidade poderia ter sido consequéncia
da manipulagéo inapropriada das amostras e/ou fechamento inadequado da

embalagem, e/ou ainda, uma questdo analitica, as quais ndo puderam ser avaliadas.

A CATL e o 7-CETO foram mantidos estaveis no periodo experimental,
enquanto as AS-233 reduzidas, diferindo com a temperatura apés 30 dias de

estocagem, sendo menor a 25°C.
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Tabela 13. Umidade (U), capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL),
substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e 7-cetocolesterol (7-CETO) do ovo
integral pasteurizado atomizado sem antioxidantes (controle) estocado por 90 dias
em embalagem impermeavel ao oxigénio, sob atmosfera de nitrogénio, ao abrigo da

luz, a 5+2°C e a 25+2°C

Amostras Dia U CATL AS-233 7-CETO
Controle 5°C 1 2,93°+0,17 2,29%+0,10 3,57°+0,37  0,0212%°+0,0002
Controle 25°C 1 2,93°+0,17 2,55® +0,29 3,86%0,45 0,0198%+0,0002
Controle 5°C 30 2,89°+0,27 2,38%+0,49  3,38%+0,57 0,0259%°+0,0085
Controle 25°C 30 2,89°+0,32  2,74%#0,20  1,39°+0,23  0,0236%+0,0004
Controle 5°C 60 3,19°+0,27 2,40%+0,05 1,31°+0,14  0,0198%+0,0004
Controle 25°C 60 2,91°+0,23 2,56%+0,19 0,92°+0,25  0,0305%+0,0067
Controle 5°C 90 4,08%+0,16 1,88°+0,08 1,36°+0,17  0,0163"+0,0003
Controle 25°C 90 3,95%0,15 2,27%+0,33  1,63°+0,10  0,0235%+0,0033

p-valor’ 0,98 0,09 0,34 <0,001
p-valor” <0,001 0,03 <0,001 0,03

Resultados médios (n=3)tdesvio-padrdo expressos em base seca. U: g de umidade/100g; CATL:
equivalente em mg de a-tocoferol/ g; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg lipidio; 7-
CETO: pg 7-cetocolesterol/ mg lipidio. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados
estatisticamente diferentes (p< 0,05), de acordo com o teste de Tukey ou Kruscal-Wallis."Valor-p
para teste de homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); “Valor-p para a andlise de variancia
univariada ou teste de Kruscal-Wallis

Caboni et al. (2005) ao avaliarem o efeito da atomizacéo e estocagem (4°C
e 20°C/ 12 meses) sobre a qualidade quimica do ovo integral, verificaram que a
atomizagdo industrial ndo afetou a composicdo dos tocoferéis (a-tocoferol e y-
tocoferol), mas provocou a reagcdo de Maillard e aceleragdo da oxidagdo do
colesterol, aumentando de 24 para 55 pg a ocorréncia de oxidos/g de lipidio. N&o
houve mudancgas significativas nos compostos analisados (tocoferol, retinol, 6xidos
de colesterol e glicose) quando o ovo atomizado foi estocado a 4°C. Entretanto, a
20°C, ocorreu aumento significativo de 6xidos de colesterol, de 63,8 para 167 ug/ g
de lipidio, enquanto os tocofer6is permaneceram praticamente inalterados e o0s

retindis diminuiram de 0,44 para 0,21 mg/ 100g de ovo.

Mazalli e Bragagnolo (2009), visando verificar o efeito do processamento
(cozimento e fritura) do ovo estocado a 5°C e 25°C, por 45 dias, relataram que
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apenas o0 7-cetocolesterol foi afetado pela temperatura de estocagem, e a sua
concentracdo foi maior em ovos mantidos a 25°C.

Na Tabela 14 estdo os resultados dos efeitos das temperaturas de
estocagem (5 e 25°C) sobre a umidade, a capacidade antioxidante total da fragéo
lipidica (CATL), substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e o 7-cetocolesterol (7-
CETO) do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado de antioxidantes, mantido
por até 90 dias.

A umidade, a CATL e as AS-233, ndo foram afetadas em relacdo as
temperaturas ensaiadas, no periodo experimental. Entretanto, apés 60 e 90 dias a

concentracdo de 7-cetocolesterol foi afetada, sendo menor a 5°C.
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Tabela 14. Umidade (U), capacidade antioxidante total da fracdo lipidica (CATL),
substancias absorvidas a 233 nm (AS-233) e 7-cetocolesterol (7-CETO) do ovo
integral pasteurizado atomizado com a mistura de antioxidantes otimizada (AA),
estocado por até 90 dias em embalagem impermeavel ao oxigénio, sob atmosfera de

nitrogénio, ao abrigo da luz, a 5£2°C e a 25+2°C

Amostras Dia U CATL AS-233 7-CETO
AA 5°C 1 3,01+0,27 1,92°+0,27 1,77*+0,21  0,033°+0,0006
AA 25°C 1 3,01+0,27 1,82°+0,33 1,67*+0,13  0,0332%0,0005
AA 5°C 30 2,18"+0,10 2,31%+0,17 1,23"+0,14 0,0200°°°+0,0005
AA25°C 30 3,33%+0,19 2,85%+0,13  0,77°+0,009 0,0213"°+0,0007
AA 5°C 60 2,08™+0,48  2,15°+0,17  1,43*+0,13  0,0190%+0,0010
AA25°C 60  2,79"°+0,04 1,65°+0,19 1,59%+0,01  0,0216°+0,0002
AA 5°C 90  2,93"+0,11  2,91%+0,13  1,41*+0,25 0,0158%0,0009
AA25°C 90 3,48%+0,04 2,91°+0,42  1,90%0,37  0,0195°+0,0010
p-valor’ 0,36 0,7 0,11 0,73
p-valor” <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Resultados médios (n=3)tdesvio-padrdo expressos em base seca. U: g de umidade/100g; CATL:
equivalente em mg de o-tocoferol/g; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/mg lipidio; 7-CETO:
Mg 7-cetocolesterol/mg lipidio. Letras diferentes na mesma coluna representam resultados
estatisticamente diferentes (p< 0,05), de acordo com o teste de Tukey ou Kruscal-Wallis."Valor-p para
teste de homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); “Valor-p para a analise de variancia
univariada ou teste de Kruscal-Wallis

Huber, Pike e Huber (1995) relataram que, apds a oxidag&o induzida com
sulfato de cobre e estocagem acelerada (60°C) da gema de ovo atomizada, a adigao
de antioxidantes (BHA, palmitato de ascorbila e mistura de tocoferois) ndo foi
suficiente para erradicar completamente a oxidagédo do colesterol. No entanto, os
antioxidantes reduziram os niveis de 7-cetocolesterol, 7a-hidroxicolesterol e 7(3-
hidroxicolesterol, mas sem afetar os epéxidos e triol.

Lai et al. (1995) néo verificaram reducdo de Oxidos de colesterol em ovo
integral atomizado, na presenca terc-butil hidroquinona (TBHQ) e Oleoresina de
alecrim, cuja ineficiéncia foi atribuida & uma provavel volatilizacdo e subsequente
perda durante a atomizacédo. Enquanto, Guardiola et al. (1997) adicionando ao ovo
liquido integral uma mistura de palmitato de ascorbila com a-tocoferol e galato de
propila antes da atomizacdo, concluiram que a combinacdo do palmitato de

ascorbila com o a-tocoferol resultou num ligeiro efeito pro-oxidante, ao passo que o
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galato de propila preveniu a perda de acidos graxos poli-insaturados, a formagéo de
oxidos de colesterol e a reducdo da cor, associada a oxidagéo de carotendides.

A adicdo de extrato de tocoferdéis ao ovo atomizado ndo evitou o aumento
das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e dos é&cidos graxos livres,
ou a reducdo dos carotendides totais, ao longo de 90 dias de estocagem, a
temperatura ambiente. Contudo, os tocoferéis reduziram a formagdo de 6xidos de
colesterol, demonstrando melhoria significativa do produto final (MEDINA, 2009). Ao
acrescentar extratos comerciais de alecrim e de tocoferdis, ao ovo integral
pasteurizado antes da atomizagdo, também obtido em laboratério, Escarabajal
(2011) concluiu que ambos ndo foram efetivos na prevencdo da oxidagdo do

colesterol.

Os niveis de 7-cetocolesterol (0,033 pg/ mg lipidio) encontrados por
Escarabajal (2011) em ovo atomizado em escala laboratorial, estdo proximos ao
demonstrado neste estudo (Tabelas 11-14).

Ao verificar o efeito da adicdo da mistura de antioxidantes e das condi¢des
de estocagem do ovo integral pasteurizado atomizado sobre a estabilidade oxidativa
do colesterol, ndo foi visualizada correlacdo (p>0,05) entre as substancias

absorvidas a 233 nm e o 7-cetocolesterol.

113



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram correlacionados entre si a CATL e o tempo de estocagem de 90 dias,
a 5+2°C, do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado de antioxidantes,
conforme a Figura 16, onde constam, a equacdo da reta, r, R*> e o valor de
significancia da regressao (p). Foi encontrada correlagéo linear crescente da CATL
durante os 90 dias experimentais, sem que houvesse fundamentacéo tedrica a
justificar o resultado. N&o havendo diferenca estatistica (ANOVA) entre os valores
referentes ao 1°, 30° e 60° dias, o valor atribuido ao 90° dia foi considerado
inconsistente (Tabela 14). Assim, correlagdo encontrada na Figura 18 n&o foi

confirmada.

3271 |y=1,890 + 0,0095%x; r=0,7894; R? =0,6232; p=0,002

301 ¢

CATL (equivalente em mg alfa-tocoferol/g de ovo)

1,4 : : : : !
0 20 40 60 80 100
Tempo (dia)

Figura 16. Correlagdo entre a capacidade antioxidante total da fragdo lipidica (CATL)
(equivalente em mg de a-tocoferol/ g) e o tempo de estocagem, a 5+2°C, do ovo
integral pasteurizado atomizado adicionado de antioxidantes

A capacidade antioxidante do ovo integral pasteurizado atomizado,
preparado também em escala laboratorial, medida pelo radical DPPH (2,2-difenil-
picrilhidrazila), por Escarabajal (2011), permaneceu estavel ao longo de 90 dias de
estocagem, a 25°C, o que, de certa forma, tem coeréncia com o0s resultados da

Figura 18.
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A Figura 17 mostra a correlagdo entre o 7-cetocolesterol e o tempo de
estocagem, a 5%2°C, do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado de
antioxidantes, e a indicacéo da equacédo da reta, r, R® e o valor de significancia da
regressdo (p). Foi observada correlacdo linear decrescente do 7-cetocolesterol
durante os 90 dias de experimento. Ainda que estavel quimicamente, pode ter
havido uma possivel transformagdo do 7-cetocolesterol em outros compostos
(MAERKER, 1987; KITAHARA, 2004; HUR; PARK; JOO, 2007) elou o fato de os
antioxidantes usados terem sido eficientes em reduzir a suas concentragdes
(HUBER; PIKE; HUBER, 1995), poderiam justificar os resultados encontrados.

0,036
y=0,03 - 0,0002*x; r=-0,8892; R?=0,7907; p=0,0001

0,034 f,
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0,030
0,028 t
0,026
0,024 t
0,022 t

0,020

7-cetocolesterol (ug 7-CETO /mg lipidio)
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0,016

0,014

100
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Figura 17. Correlagdo entre o 7-cetocolesterol (ug 7-CETO/ mg lipidio) e o
tempo de estocagem (90 dias), a 5+2°C, do ovo integral pasteurizado
atomizado adicionado de antioxidantes
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A Figura 18 corresponde a correlagdo entre o 7-cetocolesterol (7-CETO) e o
tempo de estocagem, a 25+2°C, do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado
de antioxidantes, com a indicag&o da equacéo da reta, r, R* e o valor de significancia
da regresséo (p). Foi constatada correlagéo linear decrescente da concentragéo do
7-cetocolesterol ao longo dos 90 dias de experimento, a semelhanga do que foi

obtido a 5+2°C (Figura 17) e discutido a respeito.
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Figura 18. Correlagéo entre o 7-cetocolesterol (ug 7-CETO/ mg lipidio) e o tempo de
estocagem (90 dias), a 25+2°C, do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado
de antioxidantes

Os resultados encontrados diferiram dos relatados por Escarabajal (2011),
em ovo integral pasteurizado atomizado, também obtido em escala de laboratério,
sem adi¢cado de antioxidantes e estocado a 25°C. O 7-cetocolesterol encontrado (ug/
mg de lipidio) aumentou de 0,033 (dia 0) a 0,044 (ap6s 90 dias), podendo estar
associado a auséncia de antioxidantes e as diferentes condigbes de estocagem

adotadas.
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A correlacéo, estabelecida na Figura 19, apontando a equacéo da reta, r, R?
e o valor de significancia da regressédo (p), entre as substancias absorvidas a 233
nm (AS-233) e o tempo de estocagem, a 25+2°C, do ovo integral pasteurizado
atomizado sem adicao de antioxidantes, foi linear decrescente ao longo dos 90 dias

de experimento.

451 y=3,035 - 0,024*x: r=-0,6873; R?=0,4724; p=0,013

40

357

AS-233 (equivalente em pg 7-CETO/mg lipidio)

0 20 40 60 80 100
Tempo (dia)
Figura 19. Correlagdo entre as substancias absorvidas a 233 nm (AS-233)

(equivalente em pg 7-CETO/ mg lipidio) e o tempo de estocagem (90 dias), a
25+2°C, do ovo integral pasteurizado atomizado sem adicdo de antioxidantes

A adicdo de BHA e tocoferdis a gema liquida, seguida da atomizacéo e
estocagem, sob temperatura ambiente, por 36 meses, resultou na inibicdo da
formagdo de 7-cetocolesterol. Paralelamente, uma maior formagdo de 7a-
hidroxicolesterol  (7a-OH) e  7B-hidroxicolesterol (7p-OH) foi verificada
(BRINKERHOFF et al., 2002). Como apontado anteriormente, o 7a-OH e o 73-OH
foram incluidos nesta parte do presente trabalho. Nao foram quantificados pela
ocorréncia abaixo dos limites de quantificagio correspondentes.

As condi¢cbes de estocagem adotadas e a adicdo dos antioxidantes foram
efetivas para manter mais estavel o estado oxidativo do ovo integral pasteurizado

atomizado, sendo mais efetivo quando estocado a 5°C. Assim, é demonstrado que
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as condicdes de estocagem e a mistura de antioxidantes otimizada poderiam ser
adotadas em escala industrial.

Nesse contexto, seriam recomendaveis que fossem testadas outras misturas
de antioxidantes e outros tipos de embalagens. Recomenda-se a submissdo dos
produtos de ovos adicionados de antioxidantes a analise sensorial e analise das
suas propriedades reolégicas para verificar se a presenca dos antioxidantes em

suas diversas concentragdes e combinagdes interferem nesses atributos.
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6. CONCLUSOES

O método do fosfomolibdénio usado para quantificar a capacidade
antioxidante total da fracéo lipidica (CATL) em ovo integral (in natura, pasteurizado
ou atomizado) apresentou adequacéo suficiente quanto a linearidade da curva de
calibragéo, o limite de deteccdo, o limite de quantificacdo, a recuperagdo e a
precisao.

A pasteurizacdo do ovo liquido integral ndo afetou a CATL, tdo pouco a
estabilidade oxidativa de &cidos graxos e do colesterol do produto. A atomizacdo do
ovo liquido integral pasteurizado, ao contrario, diminuiu a CATL e provocou a

oxidacgdo de acidos graxos e colesterol.

A estocagem do ovo integral pasteurizado atomizado, por 90 dias, mantido
em embalagem impermeavel ao oxigénio, sob atmosfera de nitrogénio, ao abrigo da
luz e a 5+2°C, foi efetiva para manter estavel a hidratagcdo e a CATL, além de

prevenir a oxidag&o de acidos graxos.

O efeito protetor da mistura dos antioxidantes, alecrim, cha verde e BHA, ao
ovo integral pasteurizado atomizado exerceu influéncia variada sobre a estabilidade
oxidativa lipidica do produto. Dessa forma, em relacdo ao controle, os ensaios 1, 2 e
7 aumentaram a disponibilidade da CATL, enquanto no ensaio 9 houve redugéo. J&
as TBARS aumentaram nos ensaios 5 e 7, caracterizando a oxidacao de é&cidos
graxos. Enquanto que a capacidade redutora pelo reativo de Folin — Ciocalteau foi
maior no ensaio 7, podendo ter havido correlagdo com uma maior concentragao de
antioxidantes naturais (alecrim e cha verde). Além disso, a quantidade dos é&cidos
graxos livres verificados nos ensaios 3, 5 e 8 aumentaram, e as substancias
absorvidas a 233 nm nos ensaios 4 e 8 reduziram, pressuposta pela acdo dos

antioxidantes envolvidos.

Foi encontrado um modelo matemético adequado e conveniente, por
intermédio da metodologia de superficie de resposta, para descrever a formacgao das
substancias absorvidas a 233 nm durante a atomiza¢cdo do ovo liquido integral

pasteurizado, podendo ser usado para fins preditivos.
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A otimizagdo, visando a inibicdo e/ou diminuicdo na formacdo das
substancias absorvidas a 233 nm durante a atomizacdo do ovo liquido integral
pasteurizado, resultou num sistema antioxidante proposto pela RSM composto de
150 ppm de BHA, 600 ppm de alecrim e 300 ppm de cha verde.

A presenca ou ndo dos antioxidantes no ovo integral pasteurizado
atomizado, mantido por 90 dias, a 5°C, afetou somente a formagéo das substancias
absorvidas a 233 nm. Enquanto que a 25°C, somente a umidade néo foi afetada. A

estabilidade oxidativa foi melhor quando o produto foi estocado a 5°C do que a 25°C.
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DESCRICAO DE PRODUTO - PD 50137-7.2PT

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08
Fat soluble; 10 kg

Descrigao

'DANISCO

First you add knowledge...

Cdédigo do material 173351

Instrugdes de uso

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 compreende
extrato de alecrim e veiculo de grau alimenticio.

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 é soltvel em
6leos e gorduras, mas insolivel em agua.

Areas de aplicagido

Oleos e gorduras vegetais e animais, dleos para
fritura, shertenings, margarinas e similares, produtos
panificados, snacks e produtos similares.

Beneficios potenciais

Melhora do produto devido ao retardamento da
oxidagao lipidica

Maior validade de éleos e gorduras e de produtos
processados

Qualidade consistente

Excelente efeito de fluidez

Distribuicao uniforme de extrato de alecrim devido
ao veiculo presente

Documentagéo técnica da DuPont Nutrition
Biosciences ApS sobre os beneficios potenciais
pode ser disponibilizada sob solicitagao.

Dosagens

A dose recomendada de GUARDIAN™ Rosemary
Extract 08 esta na faixa de 200-1000 ppm. A dose
exata ndo pode ser estabelecida pois depende do
contetido de gordura/éleo do produto onde sera
utilizada.

Asir Bes contidas nesta publicagéo b

Aplicar GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 ao
produto diretamente ou em uma solug&o em dleo ou
gordura por spray, mergulhando, misturando ou por
injecdo.

Utilizando uma pré-solugéo:

Adicionar 1 g de GUARDIAN™ Rosemary Extract 08
(20-80°C) a pelo menos 9 g de gordura fundida ou
¢leo (60-80°C), agitando vagarosamente. Mantenha a
temperatura e continue agitando vagarosamente até
que GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 esteja
completamente dissolvido.

Diretamente:

Adicione a quantidade calculada de GUARDIAN™
Rosemary Extract 08 (20-70°C) a gordura fundida ou
6leo (20-70°C), agitando vagarosamente. Manter a
temperatura e continuar agitando vagarosamente até
que GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 esteja
completamente dissolvido.

Se uma solugéo mais fraca for necessaria, diluir mais
com gordura fundida ou éleo (20-80°C). Agitar até
que a solugéo esteja homogénea.

Composigdo

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 é composto por:

Extrato de alecrim
(INS392)

Mono- e diglicerideos de
&cidos graxos (E471)
Ester de acido acético de
mono e diglicerideos (INS
472a)

e
Propileno glicol (E1520)

©m nosso proprio trabalho de pesquisa & de desenvolvimento e sdo de nossa total confianga. Entretanto, os

usuérios devem realizar seus proprios testes para determinar a adequagéo de nossos produtos a seus fins especificos e as situagbes juridicas de uso do produto.
As declaragdes aqui contidas ndo devem ser consideradas como garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, e nao nenhuma ili

legal pela infragao de qualquer patente.




CULTURES DIVISION

food. protection@danisco.com
www.danisco.com

Pagina2 / 3

Vélido a partir de: 12 de abril de 2011

DESCRIGAO DE PRODUTO - PD 50137-7.2PT

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08
Fat soluble; 10 kg

Especificagoes fisico-quimicas

DANISCO

First you add knowledge ...

Codigo do material 173351

Pureza e legislagdo

Acido carnésico 27-33%
Total de acido carnésico e 3.8-47%
carnosol

Diterpenos fendlicos* 40-47%
Forma a 25°C liquido
Cor marrom

*Total de acido carnésico, carnosol e &cido
12-metdxi-carnésico
Variagdes de cor podem ocorrer de lote para lote.

Estocagem

Condigées:
Armazenar sem abrir entre 15-25°C.

Quando aberto, armazenar entre 15-25°C em
embalagem original.

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 & uma solugio
concentrada e consequentemente pode formar
precipitados ou sélidos durante a estocagem
prolongada, especialmente a baixas temperaturas. Se
isso acontecer, fundir novamente o GUARDIAN™
Rosemary Extract 08 a 50-70°C e mistura-lo ou
agita-lo antes de usar.

Validade:
Validade é de 18 meses quando estocado de acordo
com as recomendagdes.

Embalagem

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08 esta disponivel
em bombonas de polietileno, peso liquido 10 kg.
Outras formas de embalagem estao disponiveis se
solicitadas.

Nos Estados Unidos, o extrato de alecrim &
classificado como GRAS para uso geral em alimentos
sob o niimero 21 CFR 182.20. O extrato de alecrim se
encaixa na definigao de "flavorizante natural” e deve
ser rotulado de acordo.

Na UE o extrato de alecrim pode ser rotulado como
antioxidante; extrato de alecrim ou antioxidante; INS
392,

Legislag&o local alimenticia e/ou de rag&o animal
deve ser sempre consultada relacionado ao status
deste produto, ja que legislag&o referente ao uso
deste em alimentos ou ragéc animal pode variar
dependendo do pais. Aconselhamento referente ao
status legal deste produto estéa disponivel sob
requisicéo.

Seguranga € manuseio

Uma Ficha de Seguranga de Produtos Quimicos esta
disponivel se requisitada.

Pais de origem

Dinamarca

Status Kosher

Este produto € certificado pela Unio Ortodoxa como
kosher pareve.

Status Halal

Este produto € certificado Halal pelo Halal Food
Council of Europe e IFANCA internacional.

As informagdes contidas nesta publicagdo baseiam-se em nosso proprio trabalho de pesquisa e de desenvalvimento e s30 de nossa total confianga. Entretanto, os
usuarios devem realizar seus proprios testes para determinar a adequagéo de nossos produtos a seus fins especificos e as situagdes juridicas de uso do produto.
As declaragbes aqui contidas ndo devem ser consideradas como garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, e ndo assumimos nenhuma responsabilidade
legal pela infragdo de qualquer patente.
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DESCRIGAO DE PRODUTO - PD 50137-7.2PT Cdédigo do material 173351

GUARDIAN™ Rosemary Extract 08
Fat soluble; 10 kg

Status GMO

De acordo com a legislagéo CE nos. 1829/2003 e
1830/2003:

As matérias-primas e coadjuvantes de processo
utilizados na produgdo deste produto ndo contém ou
consistem em OGMSs, e n&o s&o produzidos a partir
de OGMs.

Questionario foi utilizado como documentagéo.

Alergénicos

A tabela abaixo indica a presen¢a (como componente
adicionado) dos seguinetes alergénicos e productos
destes:

=)

Ea B e B T ] B B B B B R BT

Sim

o

|[Alergénicos Descrigdo dos componentes
trigo

outros cereais que
contém gliten
Crustaceos

Ovos

Peixe

Amendoim

Soja

Leite (incluindo
lactose)

Nozes

Aipos

Mostarda

Sementes de
gergelim

Ditxido de enxofre e
sulfites (>10 mg/kg)
X |Tremogo

X |Moluscos

>

Legislagéo local referente a requisitos legais de rotulagem de
alergénicos deve ser sempre consultada ja que pode haver
variages com dependendo do pais.

As informagdes contidas nesta publicagio baseiam-se em nosse proprio trabalho de pesquisa e de desenvolvimento e s&o de nossa total confianga. Entretanto, os
usuarios devem realizar seus proprios testes para determinar a adequagéo de nossos produtos a seus fins especificos e as situagoes juridicas de uso do produto.
As declaragdes aqui contidas néo devem ser consideradas como garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, € ndo assumim respor il

legal pela infragéo de qualquer patente.
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DESCRIGAO DE PRODUTO - PD 215033-5.4PT

GUARDIAN™ Green Tea Extract 20M
20 kg

DANISCO

First you add knowledge...

Codigo do material 1219236

=

Descrigao Composigéo
GUARDIAN™ Green Tea Extract 20M é um extrato Extrato de cha verde
natural de cha verde e tem a maltodextrina como (20 % catequinas)
veiculo. O produto exibe o sabor, o aroma e a e
atividade antioxidante caracteristicos do extrato de Maltodextrina
cha verde.
) Especificagbes fisico-quimicas
Areas de aplicagdo

Forma a 25°C po
Margarina e spreads, carnes, aves, mariscos e Cor péssego claro

produtos similares

Beneficios potenciais

« Melhora do produto devido ao retardamento da
oxidagao lipidica

« Vida util mais longa de produtos processados

« Qualidade consistente

« Excelente alternativa para antioxidantes baseados
em BHA e BHT e rosemary extract

+ Excelente efeito de fluidez

« Distribuigo uniforme de extrato de cha verde
devido ao veiculo presente

Dosagens

A dosagem recomendada de GUARDIAN™ Green
Tea Extract 20M esta na faixa de 100-500 ppm
(100-500 g por tonelada métrica). A dosagem exata
nao pode ser estabelecida ja que depende do
contetdo de éleo/gordura do produto.

Instrugdes de uso

Adicionar GUARDIAN™ Green Tea Extract 20M a
fase aquosa, onde se dissolvera. Se nenhuma fase
aquosa estiver presente, pré-misture GUARDIAN™
Green Tea Extract 20M com outros ingredientes
Secos.

Variagdes de cor podem ocorrer de lote para lote.

Dados nutricionais

Valores aproximados para rotulagem nutricional por
100 g.

Energia 99 Calorias/100g
Proteina 1.9 g/100g
Carbohidrato 23.0 g/100g
- dos quais aglicares 13.0 g/100g
Gordura < 0.1 g/100g
Cinzas 71.3 g/100g
Umidade 3.8 /1009
Sadio total 140 mg/100g

Estocagem

Condicdes:

Armazenar a embalagem fechada em temperatura
maxima de 25° em embalagem original, longe de
umidade, longe da luz solar direta e de produtos com
odor forte.

Quando aberto, armazenar em temperatura maxima
de 25° em embalagem original, longe de umidade,
longe da luz solar direta e de produtos com odor forte.

Validade:
Validade € de 18 meses quando estocado de acordo
com as recomendagdes.

As informagdes contidas nesta publicacéo baseiam-se em nosso proprio trabalho de pesquisa e de desenvolvimento e sdo de nossa total confianga. Entretanto, os
usuarios devem realizar seus proprios testes para determinar a adequagéo de nossos produtos a seus fins especificos e as situagdes juridicas de uso do produto.
As declaragdes aqui contidas ndo devem ser consideradas como garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, e nao imos nenhuma respor ili

legal pela infragio de qualquer patente.
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DESCRIGAO DE PRODUTO - PD 215033-5.4PT

GUARDIAN™ Green Tea Extract 20M
20 kg

Embalagem

GUARDIAN™ Green Tea Extract 20M esta disponivel
em embalagens de 20 kg laminadas, sacos de
aluminio selados em caixa.

Outras formas de embalagem est&o disponiveis se
solicitadas.

Pureza e legislagdo

Nos Estados Unidos, extrato de cha verde &
reconhecido como seguro (GRAS) para uso como
aromatizante de grau alimenticio sob 21 CFR 182.20.

Na UE, extrato de cha verde esta aprovado para uso
como aromatizante natural.

Legislag&o local alimenticia e/ou de rag&o animal
deve ser sempre consultada relacionado ao status
deste produto, ja que legislagéo referente ac uso
deste em alimentos ou ragéo animal pode variar
dependendo do pais. Aconselhamento referente ao
status legal deste produto esta disponivel sob
requisigéo.

Seguranga e manuseio

DANISCO

First you add knowledge ...

Cadigo do material 1219236

Status GMO

De acordo com a legislagéo CE nos. 1829/2003 e
1830/2003:

As matérias-primas e coadjuvantes de processo
utilizados na produgéo deste produto ndo contém ou
consistem em OGMs, e nao sdo produzidos a partir
de OGMs.

Questionario foi utilizado como documentagao.

Alergénicos

A tabela abaixo indica a presenga (como componente
adicionado) dos seguinetes alergénicos e productos
destes:

Z|
ol
=)

Sim Alergénicos Descricao dos componentes

trigo

outros cereais que
contém gliten

Crustaceos

Ovos

Peixe

Amendoim

Soja

Uma Ficha de Seguranga de Produtos Quimicos esté
disponivel se requisitada.

Pais de origem

Leite (incluindo
lactose)

Nozes

Aipos

Mostarda

Dinamarca

Status Kosher

Este produto & certificado pela Unigo Ortodoxa como
kosher pareve.

Status Halal

Este produto é certificado Halal pelo The Islamic Food
and Nutrition Council of America - IFANCA.

As informagdes nesta p

Sementes de
gergelim

X x| x| x| X x| X x| X]|Xx]| X |x

Ditxido de enxofre e
sulfitos (>10 mg/kg)

x

X |Tremogo

X |Moluscos

Legislac&o local referente a requisitos legais de rotulagem de
alergénicos deve ser sempre consultada ja que pode haver
variagbes com dependendo do pafs.

em nosso proprio trabalho de pesquisa e de desenvolvimento e sdo de nossa total confianga. Entretanto, os

usuarios devem realizar seus proprios testes para determinar a adequagéio de nossos produtos a seus fins especificos e as situagdes juridicas de uso do produto.
As declaragdes aqui contidas n&o devem ser consideradas como garantia de qualquer tipo, expressa ou implicita, € ndo assumimos nenhuma responsabilidade
legal pela infragéo de qualquer patente.
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Curva de calibragdo (n=3) das substancias absorvidas a 233 nm (AS-233)
(equivalente em ug 7-cetocolesterol/ mL)
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