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RESUMO

O presente trabalho trata de questGes associadas aos efeitos da irradiacdo
gama, em doses de 1,5 2,5 35 e 4,5 kGy, em gema de ovo liquida. Foram
avaliados a vida (til baseada em parametros microbiolégicos e os possiveis
efeitos da irradiacdo nas propriedades funcionais e sensoriais, bem como a
indug&o a processos oxidativos da fracdo lipidica.

A irradiagdo em uma dose de 2,5 kGy destruiu Staphylococcus aureus (a
um nivel de contaminacdo de aproximadamente 500 CFU/g) e Salmonelia
Enteritidis (a um nivel de contaminagéo de aproximadamente 800 CFU/g).

A irradiagdo gama em uma dose de 2,5 kGy garantiu uma vida dtil para a
gema de 8 dias (4°C), 0 dobro daquela encontrada para gema pasteurizada
termicamente (PT) (64°C/3,5 min) (4 dias). A dose de 3,5 kGy aumentou a vida util
para 15 dias e a dose de 4,5 kGy para 17 dias.

As propriedades funcionais de gema liquida irradiada e gema PT foram
muito semelhantes aquelas da gema sem tratamento (GST). Gemas irradiadas
com doses de 35 e 45 kGy apresentaram uma redugéo na capacidade de
emulsificag&o. Ocorreu perda de cor proporcional & dose de radiacao.

As gemas irradiadas apresentaram "off flavor para todas as doses, no
entanto, na maionese processada com essas gemas, néo foi encontrada diferenca
para odor e sabor quando comparada com a maionese preparada com gema PT.

As maioneses apresentaram boa estabilidade. Uma firmeza
significativamente maior foi verificada na maionese preparada com gema irradiada
com dose de 2,5 kGy seguida pela de 3.5 kGy,

A oxidagéo da fragdo lipidica foi constatada pelos valores de TBA, extingéo
especifica a 232 nm e perda do acido graxo polinsaturado C22:6 (DHA); sendo os
valores desses indices proporcionais a dose de radiagdo. A presenca de TBHQ
contribuiu  significativamente para prevenir a oxidagdo dos lipideos e
pigmentos,enquanto que o tocoferol néo apresentou nenhuma atividade
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antioxidante. Tanto o TBHQ quanto o tocoferol n&o conseguiram evitar a formagao

de odores estranhos.

Em conclusdo, pode-se afirmar que o processo de radiagdo gama em doses

até 3,5 kGy pode ser empregado como um processo alternativo a pasteurizagao.

Palavras-chave: irradiagdo gama, gema de ovo, microbiologia de ovos, oxidagao,

vida util, propriedades funcionais, antioxidante

XXii



SUMMARY

This research addresses questions related to the effects of gamma
iradiation on liquid egg yolk at doses of 1.5, 2.5, 3.5 and 4.5 kGy. The shelf life
based on microbiological parameters, possible irradiation effects on functional
properties, sensory evaluation and induction of oxidative processes in the egg yolk
lipid fraction have been evaluated.

Irradiation treatment at a dose of 2.5 kGy destroyed Staphylococcus aureus
(at a contamination level of approximately 500CFU/g) and Sa/monella Enteritidis
(at a contamination level of approximately 800CFU/q).

Gamma irradiation at a dose of 2.5 kGy guaranteed a shelf life for the egg
yolk of eight days (4°C), double that achieved by thermal pasteurisation of the egg
yolk (PT)( 64 °C/3,5min)(4 days). A dose of 3.5 kGy extended the shelf life to 15
days and 4.5 kGy to 17 days.

The functional properties of irradiated liquid egg yolk and pasteurised egg
yolk (PT) were quite similar to those of the liquid raw egg yolk. Egg yolks irradiated
at doses of 3.5 and 4.5 kGy showed reductions in the emulsifying capacity. Loss of
colour was proportional to irradiation dose.

The irradiated egg yolks presented an off flavour at all the doses. However,
the difference in terms of odour and flavour was not significant when comparing

mayonnaise prepared with irradiated and pasteurised egg yolk.

All the processed mayonnaise presented good stability. A significantly
greater firmness was achieved in the mayonnaise prepared with irradiated egg yolk
at 2.5 kGy, followed by that at 3.5 kGy.

Lipid fraction oxidation was evaluated by the TBA values, specific extinction
at 232 nm and loss of the polyunsaturated fatty acids C22:6 (DHA), whose values
were proportional to the irradiation dose. TBHQ contributed significantly to prevent
lipid and pigments oxidation, while tocoferol presented no antioxidant activity.
Neither TBHQ nor tocoferol contributed to preventing the formation of off flavours.



In conclusion, the gamma irradiation process using dose levels of up to 3.5
kGy, could be an alternative process to thermal pasteurisation,

Key words: gamma irradiation, egg yolk, egg microbiology, oxidation, shelf life,
antioxidants, functional properties



1. INTRODUGAO

Os ovos de galinha ndo fertilizados séo produzidos em larga escala
comercial, fazendo parte da dieta alimentar da maioria da populagdo mundial, seja
pelo consumo direto, seja por meio de inumeros alimentos que o contém.

Além de seus atributos nutricionais, 0 ovo se destaca pelas propriedades
funcionais, o que o faz ser utilizado na produgéo de inimeros alimentos.

No principio os ovos eram comercializados somente em casca, porém com
o crescimento da industria de processamento de alimentos em geral, os mesmos
passaram a ser industrializados nas formas: liquido pasteurizado, congelado e
desidratado. O processamento proporciona maior vida-de-prateleira associada a
um produto homogéneo e mais seguro do ponto de vista microbioldgico,
oferecendo ainda vantagens no transporte e estocagem, pois o volume é reduzido
quando comparado com 0 ovo em casca, aléem de permitir maior praticidade no
manuseio € nao gerar residuos.

Atualmente é pratica comum o uso de produtos de ovos como ingredientes
na industria alimenticia, principalmente em produtos como: maionese, molhos para
salada, doces, sorvete, confeitaria, massas, produtos de panificagdo, dentre
outros. Ovos industrializados passaram a ter uma crescente demanda tornando-se
uma mercadoria importante inclusive no mercado internacional.

O Brasil ocupa, em termos mundiais, 0 nono lugar entre os principais paises
produtores de ovos. Em 1995, o Ministério da Agricultura divulgou que o pais
produzia 1.127 milhdes de dlzias de ovos, 0 que representa aproximadamente 70

ovos per capita. Dados mais recentes divulgados pela Associagdo Paulista de
Avicultura mostram que o consumo de ovos no Brasil passou para 82 unidades
por habitante/ano. Ao se comparar com outros paises o consumo de ovos no
Brasil ndo é dos mais expressivos. Por exemplo, nos Estados Unidos esta por
volta de 236 ovos per capita/ano, Hong Kong e México 277 ovos per capita/ano
(INCERTEZA... 1998).



Dados sobre a quantidade de ovos destinada a industrializagdo sio
escassos, mas estima-se que 5% do total produzido no pais destina-se ao
processamento industrial (ALLEONI, 1997).

Pela relevancia de sua produgéo e consumo interno e pelas possibilidades
de participar mais intensamente do comércio internacional, percebe-se que o
Brasil tem um grande potencial de crescimento na industrializag&o de ovos. Dados
publicados pela FAO mostram que em 1996 o Brasil exportou cerca de 1520
toneladas métricas de produtos de ovos.

Em paises como Alemanha e Estados Unidos o consumo per capita de
ovos "in natura" tem decrescido; em contrapartida, registra-se um crescimento de
produtos de ovos industrializados (JUNGLE, 1993; ALLEN, 1993).

Na industrializagdo de produtos de ovos o aspecto microbiolégico é a
primeira preocupagdo. A ingestao de ovos cru ou subcozidos tem sido a causa
primaria da infecgdo de seres humanos por microrganismos patogénicos
principalmente Salmonella sp (St. LOUIS et al 1988).

Atualmente, na grande maioria dos paises, 0 processamento de produtos

de ovos envolve invariavelmente a aplicagéo de calor (pasteurizagéo e secagem).

Especiaimente para produtos de ovos, o tratamento térmico é uma
operac&o critica, pois, a temperatura e o tempo necessarios para garantir uma
pasteurizacdo podem causar danos irreversiveis as propriedades funcionais,
principalmente devido a modificagbes nas proteinas. Portanto a pasteurizacdoc
deveria garantir a seguranga microbiolégica e n&o provocar efeitos deletérios as
propriedades funcionais (CUNNINGHAM, 1995).

Nessa circunstancia, a radiagdo gama com niveis de doses para atender
aos requisitos de pasteurizagdo, pode constituir em processo indicado para
produtos sensiveis ao calor, como os produtos de ovos.

Dentre os beneficios propiciados pela radiagdo gama, podem ser
destacados: a manutengdo da temperatura durante o processo e aplicagdo direta
no produto em sua embalagem final. O tratamento por radiagéo ionizante € uma
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tecnologia emergente em um nlmero crescente de paises e cada vez mais
empregada para diferentes produtos alimenticios (FARKAS, 1998)

N&o sdo encontradas com freqiéncia informagdes sobre os efeitos da
radiagdo gama nas propriedades sensoriais e funcionais de gema de ovo liquida.
Alguns estudos indicaram que a irradiag@o de gema pode afetar adversamente a
cor € o aroma, por outro lado, pode melhorar a sua Capacidade de emulsificag&o.
Quanto ao aspecto microbioldgico, a irradiagdo pode se constituir em um processo
mais eficiente que a pasteurizagio térmica, prolongando a vida dtil da gema
liquida (HUANG et al., 1997; SERRANO et al.1997; KATUSIN-RAZEM et al. 1989,
MA et al. 1990; MA et al. 1993).

Por outro lado, a radiagdo ionizante pode induzir & formagdo de radicais
livres e desencadear uma série de reagbes, que podem oxidar os carotendides,
pigmentos responsaveis pela cor da gema, e também a fragdo lipidica que é
constituida por substancias susceptiveis a oxidagcdo (KATUZIN-RAZEM et al.,
1992; KATUZIN-RAZEM et al., 1989; HUANG et al., 1 997; LEBOVICS et al. 1992,
LEBOVICS et al. 1994).

A oxidac&o desses componentes durante a iradiag&o pode ser prevenida
pelo emprego de antioxidantes, preservando a frac&o lipidica, a cor e evitando a
formagéo de sabor e odor desagradéaveis.

O presente trabalho se propée a alcancar os seguintes objetivos:

e Definir a dosagem minima necessaria para a destruicdo de
microrganismos  patogénicos como Salmonella  Enteritidis e
Staphylococcus aureus.

e Estimar a vida de prateleira quanto ao aspecto microbiolégico de gema
de ovo liquida, submetida a diferentes doses de radiac@o e da gema de
ovo liquida pasteurizada termicamente.

* Avaliar os efeitos das diferentes doses de radiacdo nas propriedades
sensoriais de emulsificagdo de gema liquida e da maionese produzida a
partir da gema irradiada.



e Verificar a ocorréncia de oxidagdo na fragdo lipidica da gema liquida
iradiada, com diferentes doses, associadas ao emprego de

antioxidante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inicialmente, & importante esclarecer que durante todo o trabalho a
referéncia a gema devera ser entendida como aquela proveniente de ovo de
galinha.

2.1. COMPOSIGAO QUIMICA DE GEMA DE OVO

A estrutura do ovo consiste de gema (31%), clara (58%) e cuticula, casca e
membrana (11%). A clara e a gema s3o as duas fragdes da parte comestivel do
ovo. S&o sistemas complexos, com diferentes composicdes quimicas, textura, cor,
viscosidade, sabor, odor e funcionalidade. Os nutrientes ndo se encontram
igualmente distribuidos; a gema que representa cerca de um tergo do ovo fornece
em torno de trés quartos do total de calorias do ovo. Toda, ou quase toda gordura,
ferro, vitamina A, tiamina e céicio e quase a metade das proteinas e riboflavina (LI-
CHAN et al. 1995).

A gema do ovo apresenta em torno de 48% de agua, sendo a matéria sélida
constituida, principalmente, de lipideos e proteinas, numa proporgéo de 2:1. Pode
conter até 1% de carboidratos, dos quais, aproximadamente 30% encontram-se
ligados as proteinas (glicoproteinas). O principal carboidrato livre é a glicose. O
conteudo de elementos inorganicos € de cerca de 1%, sendo que os principais
minerais s&o fosforo, calcio e potassio (LI-CHAN et al. 1995). A composicao
centesimal média da gema, clara e ovo integral pode ser vista na TABELA 1.



TABELA 1. Composicéo centesimal aproximada de produtos de ovos (g/100g)

Componente Ovo inteiro Clara Gema
Umidade 75,5 87,90 48,20
Proteina 128-134 9,7-106 15,7 - 16,6
Lipideos Totais 10,5-11,8 0,03 31,8-355
Cinza 08-1,0 05-06 1,1
Carboidratos 03-1,0 0,4-09 02-1,0
Calorias 147- 160 40 - 48 377

Fonte: LI-CHAN et al., 1995

2.2. GEMA: PRINCIPAIS CONSTITUINTES

2.2.1. Proteinas

Por centrifugac&o da gema liquida a alta velocidade (20.000G por 12 horas)
SCHMIDT et al. (1956) conseguiram a separacdo de duas fragbes, uma
sedimentada formada por granulos e a outra um fluido limpido sobrenadante que
chamou de plasma. SAARI et al. (1964) separaram os granulos da gema e
encontraram uma composigdo de 34% de proteinas, 60% de lipideos e 6% de
cinza, em base seca.

BURLEY & COOL (1961) reportaram que os granulos constituiam cerca de
19 a 23% dos sdlidos totais da gema com um contetido de umidade de 44%. Em
termos de proteinas sdo compostos de fosvitina (16%) as quais séo fosfoproteinas
livre de lipideos, o e B lipovitelinas (70%) e lipoproteinas de baixa densidade
(LBD) (12%), estas ultimas sdo complexos lipideo-proteina.

O plasma, maior porgdo da gema, apresenta um conteudo de umidade de
49%. Em base seca, o plasma é constituido de 77 a 81% de lipideos, 2,2% de
cinzas e 18% de residuos nao lipideos, os quais sdo principalmente proteinas
(SAARI et al., 1964).



No plasma os lipideos estdo combinados com proteinas formando uma
grande frag&o de lipoproteinas de baixa densidade (LBD) e uma segunda fragdo
de livetinas, proteinas globulares livres de lipideos. De acordo com McCULLY et
al. (1962), as lipoproteinas de baixa densidade e as livetinas representam cerca
de 66 e 10,6% respectivamente, do total de sdlidos do plasma da gema.

A FIGURA 1 mostra um esquema da composicdo das principais classes de

proteinas e lipoproteinas no granulo e no plasma, de gema de ovo.

Gema de ovo

I

Fracado de muito
baixa densidade

(LMBD)

Sdlidos (52%) Umidade (48%)
Sdlidos em pequena quantidade Lipoproteinas e
(lipideos neutros, carboidratos, proteinas
minerais e aminoacidos (2%)
Plasmla (38%) Grﬁnulc!s (12%)
I | | | ] |
Fragéo de baixa Fracdo Fosvitina Fracdo alta Fracédo de baixa
densidade hidrossolivel (2%) densidade densidade
(33%) (5%) (8%) (LBDg) (1-2%)
| | livetinas . I . . l i
LBD, LBD, a-lipovitelina B- lipovitelina
a-lipovitelina B-lipovitelina y-livetina (IgYy)

FIGURA 1. Composicdo das principais classes de proteinas e lipoproteinas no
granulo e no plasma, de gema de ovo.
Fonte: Li-CHAN et al. (1995).



¢ Proteinas do Granulo

Fosfivitina: € uma fosfoglicoproteina livie de moléculas de lipideos e
contém cerca de 10% de fosforo e 12 a 13 % de nitrogénio.

ABE et al. (1982) fracionaram a fosvitina por filtragdo em coluna de gel
Sephadex G 200 em duas fragbes a e B, e encontraram um conteudo de fosforo
de 2,97 e 9,2%, respectivamente.

A fosvitina é presumivelmente uma molécula alongada com dimensdes de
cerca de 14 por 280 A (JOUBERT & COOK, 1958). No grénulo, a fosvitina pode
formar complexos com lipovitelina (RADOMSKI & COOK, 1964; CHANG et al.
1977). CAUSERET et al. (1991) sugeriram a existéncia de pontes fosfocélcicas
entre lipoproteinas de baixa densidade, lipovitelinas e fosvitina.

De acordo com SHANTZ & DAWSON (1974), um total de 18 diferentes
proteinas com peso molecular entre 12.400 a 119.000 foram separadas por SDS-
poliacrilamida gel eletroforese de uma fragéo de fosvitina.

Fragdo de alta densidade: BERNARD & COOK (1960) encontraram, por
meio de eletroforese, duas fracbes de lipovitelinas que chamaram de o € B. Os
pesos moleculares dos dimeros a e B lipovitelinas foram préximos de 400.000. A
quantidade de lipideos nessas proteinas estéd em torno de 20%, dos quais 40%
s&o lipideos neutros e 60% de fosfolipideos (MARTIN et al., 1963). A fragdo de
fosfolipideos consiste de fosfatidilcolina (75%), fosfatidiletanolamina (18%) e
esfingomielina e lisofosfolipideos (7%).

Lipoproteina de baixa densidade: de acordo com GARLAND & POWRIE
(1978) a fragdo de lipoproteina de baixa densidade dos granulos (LBDg) contém
cerca de 84% de lipideos consistindo de cerca de 3,7% colesterol, 3%
fosfolipideos e 65% triglicerideos. O total de lipideos da LBDg foi similar aquele
das LBD; e LBD, (do plasma) cujos valores estdo em torno de 89 e 86%,
respectivamente (SAARI et al. 1964)



e Proteinas do plasma

O plasma é composto de livetinas as quais s&o proteinas globulares livres de
lipideos e lipoproteinas de baixa densidade, representando cerca de 10,6 e 66%,
respectivamente (McCULLY et al., 1962) .

Livetinas: isolando livetinas, alguns pesquisadores encontraram 3 fragcbes
que chamaramde a, B e y (SHEPARD & HOTTLER, 1949; MARTIN et al. 1 957).
De acordo com CHANG (1970) 15 bandas foram detectadas em eletroforese de
disco de uma fragdo de o e B livetinas. Sob as mesmas condi¢cdes de eletroforese
somente uma banda foi formada a partir de uma fracao de y-livetina.

O ponto iscelétrico de livetinas estd em torno de 48 a 50. O peso
molecular de «, B e y & de cerca de 80.000, 45.000 e 150.000, respectivamente(LI-
CHANG et al., 1995).

Lipoproteinas de baixa densidade: sio complexos formados por lipideos
neutros, fosfolipideos e proteinas, porém ndo sdo estabilizados por ligagdes
covalentes. A composi¢&o da LBD, segundo BURLEY (1975), é de 15% proteinas
e 85% lipideos. Estes estdo representados por lipideos neutros (60%)
fosfolipideos (20%) e colesterol e ésteres (4%). Por meio de ultrafiltracdo de
solugdo de lipoproteina de baixa densidade (LBD), duas fracoes foram obtidas
LBD, e LBD, e a composigéo das duas foi bastante similar (MARTIN et al., 1964).

O diametro das micelas de LBD varia de 170 a 600 A , com media de 300

A (KAMAT et al. 1972) A estrutura da LBD de gema de ovo de galinha foi
incorporada na teoria geral de estrutura de LBD do sangue humano. De acordo
com a LBD humana, os triacilgliceréis e ésteres de colesteril, ocupam o centro da
particula globular da lipoproteina e a superficie consiste de proteina, fosfolipideos
(FL) e colesterol (KAMAT et al., 1972).

CHANG et al. (1977) também sugeriram que as proteinas e fosfolipideos da
LBD estdo agrupadas em pequenas particulas (45 A) as quais estdo adsorvidas

na superficie de um nucleo de triacilglicerdis. Essas pequenas particulas podem,
ser desprendidas do nucleo por tratamento com pepsina. A hipétese de que as
proteinas distribuem-se sobre a superficie da micela de LBD foi reforcada por
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SAARI et al. (1964) que demonstraram que a papaina pode hidrolisar suas
fragGes protéicas.

De acordo com YAMAUCHI et al. (1976), que empregou eletroforese de gel
SDS-poliacrilamida, 18 peptideos foram separados de uma fragdo de Apo-LBD.
Os dois principais componentes foram glicoproteinas com peso molecular de
cerca de 71.000 e 135.000. O peso molecular de outros principais polipeptideos foi
de 16.000, 62.000 e 82.000.

A gema é portanto um sistema extremamente complexo, com uma mistura
de compostos lipidico - protéicos, associados ou n&o, e suas propriedades diferem
daquelas de seus componentes individuais. O sistema & estabilizado pelas
estruturas moleculares e distribuigdo de forgas intra e inter molecular. Observa-se
que as lipoproteinas de baixa densidade s&o as substancias presentes em maior
guantidade na gema.

2.2.2. Lipideos
O contetido de lipideos de gema pode variar de 31 a 36 %. A variabilidade
tem sido atribuida mais a linhagem da galinha do que a dieta.

A FIGURA 2 mostra uma composicdo média da fragéo lipidica da gema, de
acordo com PRIVETT et. al. (1962) e RHODES & LEA (1957).

— 73% fosfatidilcolina
15% fosfatidiletanolamina
5,8% lisofosfatidilcolina

—  65,5% triacilglicerdis

FRAGAO LIPIDICA [— 28.3% fosfolipideos — 2 5% esfingomielina
2,1% lisofosfatidiletanolamina
| 5,2% colesterol 0,9% plasmalogeno

__0,6% inositol fosfolipideo

FIGURA 2. Composi¢cao média da fragao lipidica da gema.

Um critério para avaliar o valor nutricional da fragéo lipidica esta baseado
no total de gordura e na sua composicdo em acidos graxos saturados e
10




insaturados. Essa divisdo é também interessante do ponto de vista tecnolégico,
pois esses acidos graxos apresentam diferentes propriedades quimicas e fisicas.

Uma composicdo média em acidos graxos da gema do ovo pode ser vista na
TABELA 2 (COOK & BRIGGS, 1990).

Os lipideos da gema tem recebido atengéo de diversos pesquisadores. Sua
composicdo foi estudada, assim como fatores que podem modificar essa
composi¢cdo no sentido de incrementar suas qualidades nutricionais e funcionais.
Pesquisas tém mostrado que o tipo e concentracdo da gordura na dieta da
galinha & um importante fator modificador da composicdo da fragéo lipidica, uma
vez que a galinha é monogastrica, a maioria da gordura da dieta & absorvida
diretamente com minima modificagdo (WATKINS, 1995).

TABELA 2. Composicdo em acidos graxos da gordura da gema

Acido graxo gng?"?ade
Caprilico (8:0) 0,16
Céprico (10:0) 0,47
Laurico (12:0) 0,15
Miristico (14:0) 0,12
Palmitico (16:0) 7,70
Estearico (18:0) 2,70
Araquidico (20:0) 0.12
Total saturados (AGS) 11,42
Palmitoléico (16:1) 1,24
Oléico (18:1) 13,40
Linoléico (@-6) (18:2) 3,82
Linolénico (o-3) (18:3) 0,08
Araquidénico (20:4) 0,30
Total insaturados (AGl) 18,87
Colesterol 1,52
Lecitina 7,20

Cefalina 1.42
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O enriquecimento do contedo de Acido graxo o-3 na gema através de
dieta das aves, principalmente & base de dleo de peixe, tem sido sugerido por
diversas décadas, mas atualmente o interesse nesse sentido foi renovado devido
a interferéncia desses acidos no metabolismo de lipoproteinas e biossintese de
eicosandides repercutindo num efeito antitrombético, diminuindo o risco de
aterogénese (SIMOPOULOS, 1990: STADELMAN, 1989).

Outro interesse atual na fragdo lipidica da gema € quanto ao contetido de
colestrol (em média 213mg/ovo). Pesquisas tem direcionado esforcos para
diminuir esse contetdo (PARASKEVOUPOULOU et al., 1997).

2.2.3. Carotendides

Os pigmentos responsaveis pela cor do ovo sio compostos originarios de
plantas, chamados coletivamente de carotendides. Os carotendides estao
compreendidos em 2 grandes grupos; os carotenos (hidrocarbonetos) e as
xantofilas (hidrocarbonetos oxigenados). As xantofilas consistem de uma
variedade de estruturas contendo grupos hidroxila, epoxi, aldeido ou cetona.
Esteres de &cidos graxos de carotendides hidroxilados sdo também largamente
encontrados na natureza.

Particularmente no ovo, os pigmentos responsaveis pela cor amarela sio
xantofilas, principalmente a luteina, a zeaxantina, a criptoxantina e uma reduzida
quantidade de carotenos. O perfil de carotendides de um alimento geralmente é
complexo, indicando a presenca de uma variedade de carotendides.
Diferentemente da composi¢do de aroma, onde quantidades minimas de um
composto podem ser responsaveis por grandes mudancas no aroma final, na cor o
que define a influéncia s&o os compostos presentes em grande quantidade
(SCHAEFFER, 1988).

Diversos pesquisadores tém relatado que o tipo e quantidade de
carotendides na gema do ovo dependem da concentracdo na dieta da galinha, da
absorgdo intestinal e biotransferéncia dos carotendides para os ovérios. A
variedade de carotendides na gema e a existéncia de formas livres e esterificadas
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de hidroxicarotendides dificultam a identificagdo e quantificagio desses compostos
(SCHAEFFER et al., 1988; OLLILAINEN et al., 1989).

As principais xantofilas da gema de ovos comerciais sdo: luteina,
zeaxantina e criptoxantina. A luteina, um dihidroxicarotendide, foi o principal
pigmento , 62% do total de carotendides, encontrado em gema de ovo de galinha
alimentada com milho amarelo e farinha de alfafa. A zeaxantina foi o segundo
maior com 12,9% do total de carotendides (SMITH & PERDUE, 1966).

Em um grupo de galinhas alimentadas somente com milho amarelo, a
quantidade determinada de caroteno, criptoxantina e zeaxantina, foi de 0,01 5 0,19
e 1,79 mg por 100 g de gema (POWRIE & NAKAI, 1990). Muito poucos carotenos
(prévitamina A) da ragdo da galinha s&o transferidos para a gema, uma vez que
s&o preferencialmente convertidos para vitamina A (SCHAEFFER et al. 1988,
HAMILTON & PARKHURST, 1990; BAILEY & CHEN, 1989).

OLLILAINEN et al. (1989) analisaram carotendides em ovos comerciais por
HPLC e encontraram 1575,8 ug/100g de gema de luteina (mais zeaxantina) e 28,9
ug/100g de gema de B-caroteno. Somente tracos de o-caroteno, licopeno e
criptoxantina foram detectados.

Todas as classes de carotendides (carotenos, licopenos, xantofilas) sdo
compostos lipofilicos, por isso s&o soliveis em 6leo e solventes organicos. Sdo
moderadamente estaveis ao calor e sujeitos & perda de cor devido & oxidacgao.

Pela presenca de um grande ndmero de duplas ligagcdes conjugadas os
carotendides sdo facilmente oxidados e os produtos resultantes de sua
degradagdo ou da oxidagdo sdo muito complexos. Tais reagdes causam a perda
de cor do carotendide no alimento. A estabilidade de um determinado pigmento a
oxidacéo vai depender muito do ambiente ou matriz a que esta exposto e do tipo
de processamento a que € submetido. Os carotendides reagem com oxigénio
“singlet”, suprimindo-0 e se oxidando em seguida, por isso pode-se dizer que
esses compostos tem uma certa atividade antioxidante (von ELBE &
SCHAWARTZ, 1996; MA et al., 1990)

A atividade enzimdtica, particularmente da lipoxigenase, acelera a
degradagdo oxidativa de carotendides. Isso ocorre por mecanismo indireto.
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Primeiro a lipoxigenase catalisa a oxidagéo de &cidos graxos insaturados para
produzir peréxidos e esses por sua vez reagem prontamente com carotendides,
causando a oxidagao desses pigmentos e perda de cor. (vonELBE & SCHWARTZ,
1996). O tratamento térmico severo, a presenga de luz, extrusao, tratamento com
acido e imadiacdo sdo processos que podem provocar a degradacéo de
carotendides.

A degradacéo de carotenoides devido & radiagéo-y tem sido estudada por
diversos pesquisadores. LUKTON & MACNNEY (1956) mostraram que o (-
caroteno em solugdo foi mais sensivel a radiagdo do que quando estao presentes
nos tecidos de plantas. Os autores concluiram que a destruicdo & causada por
uma reagdo secundéria e depende da quantidade de radicais livres formados na
solucdo. Em sistemas aquosos a degradacdo ocorre via reagdo com produtos
radioliticos da agua, radicais hidroxilas , hidrogénio, e elétrons hidratado (TAKHUR
& ARYA, 1993). Mesmo sem oxidar, o B-caroteno pode, por efeito da radiagao
ionizante, perder sua forma trans e com isso perde sua atividade pro vitamina A.
O'NEIL & SCHWARTZ (1992) verificaram a ocorréncia da isomerizacéo de B-
caroteno em batata doce iradiada, porém com 0,5 kGy , praticamente nao
provocou isomerizagdo de trans-B-caroteno, sendo que 97% do f-caroteno
permaneceu nessa forma.

Por meio de TLC e espectro de absorgao de 300 a 500 nm, BANCHER et
al. (1971) confirmou a presenga de a, $ e y-caroteno, licopeno e luteina em oleo
de palma. A anélise quantitativa revelou um total de carotenos de 44,0 mg/ 100 de
6leo, que ap6s radiagéo-y com doses de 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 e 11 kGy abaixou para
320: 206; 84; 446, 23 0,114; 0,038 e zero mg/100 g de oleo
respectivamente. Nenhuma luteina foi detectada apos 8 kGy.

KATUSIN-RAZEM et al. (1992) conduziram um trabalho com ovo e gema
em pé em que avaliaram mudancas oxidativas induzidas pela radiagao-y,
baseados na formacdo de hidroperdxidos e oxidagéo de carotendides. Os fatores
estudados foram dose de radiacéo, taxa de dose (kGy/h) e presenga ou auséncia
de oxigénio. A perda de carotendides aumentou linearmente com o aumento da
dose em amostras irradiadas sob vacuo, o que levou os autores a concluirem que
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O oxigénio ndo €& essencial para destruicdo de carotendides submetidos 3
radiacdo. Isso mostra que esses compostos podem ser oxidados por radicais
livres. A destruicdo de carotendides recebeu maior influéncia da taxa de dose do
que da dose de radiacdo, ocorrendo maiores perdas para uma mesma dose de
radiag&o conduzida com baixas taxas de dose. Os autores observaram que tanto
para a gema como para o ovo, ndo houve mudancas significativas na fracdo
lipidica até uma dose de 2,5 kGy e atribuem esse fato g alguma protecéo
antioxidante presente tanto na geéma como no ovo inteiro. Os primeiros candidatos
$a0 os carotendides, principais antioxidantes lipossoltiveis em ovos. Os autores
sugerem também que os dois processos, formagéo de hidroperdxidos e oxidacédo
de carotendides, poderiam ser inibidos POr um mesmoe inibidor (antioxidantes).

2.3. ESTABILIDADE OXIDATIVA DA FRAGAO LIPIDICA E ANTIOXIDANTES

Os problemas associados com 6leos, na preservagio dos alimentos, podem
ser associados a 4 tipos de reagées mais comuns que ocorrem com essa classe
de compostos (SHERWIN et al., 1992):

* Reversdo: resulta num tipo de degradacdo de odor e "flavor" Esta
associada a 6leos com alto contetido de cido linolénico e outros com mais de
duas duplas ligagdes

* Hidrdlise: Formagdo de &cido graxo livre e glicerol. Essa reacao
reversivel é catalisada por acidos, enzimas lipoliticas e temperaturas elevadas.

* Rancidez: autoxidagdo de acidos graxos insaturados, resultando em uma
mistura de compostos volateis que conferem odores e sabores estranhos ao
produto original;

* Polimerizagdo: termo usualmente empregado para descrever a ligagdo
cruzada entre dois 4tomos de carbono de cadeias de acidos graxos insaturados.
Polimeros sdo também formados por uma ligacéo de oxigénio entre duas
cadeias de acidos graxos nas insaturagbes. Ambos os tipos de polimeros podem
conter estruturas ciclicas.
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E importante reconhecer a diferenca entre essas reacfes, para entender
que tipo de antioxidantes s&o efetivos contra a rancidez oxidativa. Objetivando o
uso de antioxidante para prevenir rancidez, o foco se torna a reacéo de
autoxidagao de dleos e gorduras.

Muitos alimentos ricos em dleos e gordura, aqueles com baixo contetdo e
até mesmo Oleos essenciais estdo sujeitos a deterioragdo oxidativa. Outras
substancias lipossoluveis susceptiveis a oxidagcdo sdo mono € diacilglicerdis,
esterdis, vitaminas lipossoliveis, fosfolipideos, aromas e principaimente
carotendides devido & porgdo insaturada de sua molécula que € faciimente
afetada pelo oxigénio (SCHULER, 1990).

A reacéo de oxidagdo de lipideos foi elucidada na década de 40 como uma
reagdo em cadeia de radical livre e foi denominada de autoxidagao. Muitos
cientistas concordam que a autoxidag@o ocorre via reagdo em cadeia envolvendo
radical livre, ou espécie de oxigénio, tal como “singlet’ com grupos CH: de
metilenos alilicos. A exata origem desse radical livre, ainda n&o € totalmente
conhecida. Sabe-se que a reagdo pode ser ativada por certos fatores tais como:
temperatura, oxigénio "singlet", luz ultravioleta, presenga de metais, compostos
fotossensiveis ou radiagdo. Esses fatores sdo considerados iniciadores ou
disparadores da reagio de autoxidagio (HAMILTON, 1989).

A autoxidacdo e o mecanismo de agdo de antioxidantes tem sido revisado
extensivamente pela literatura (STUCKEY, 1975; St. ANGELO, 1996; SIMIC &
KAREL, 1980; FRANKEL, 1985; ALLEN & HAMILTON, 1989). Na FIGURA 3 pode

ser vista a seqiiéncia de reagdes da autoxidag@o de acidos graxos.

Acidos graxos de cadeia insaturada s&o o substrato dessa reagao. No
comego do processo de autoxidagdo, um hidrogénio é extraido do &cido graxo
(grupo CH.) na forma de radical e uma das duplas ligagdes desloca-se movendo o
sitio do radical para outro carbono (reagéo a). Uma molécula de oxigénio
dissolvida na matriz se liga a esse sitio gerando um radical peroxil (reacdo b). Este

radical age como um forte iniciador ou catalisador da oxidagao, pois ele abstrai um
hidrogénio de outro doador provavelmente outro grupo metileno originando um
hidroperéxido e outro radical livre, propagando a reagido (reagéo c). O
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hidroperdxido é muito instavel, divide-se gerando dois radicais livres, cada um
podendo iniciar outra reagdo em cadeia. Dessa forma a taxa de reacio acelera
Propagando-se de maneira geométrica. A propagacao pode tornar-se um processo
descontrolado, a menos que seja interrompido pela acéo de antioxidantes. Caso
contrario, a reacdo termina quando &acidos graxos ndo estdo mais disponiveis e
peréxidos combinam entre si para formar produtos estaveis. Os hidroperéxidos se
decompdem em aldeidos, cetonas, alcoois e acidos, os quais produzem forte odor

de rango e causam efeito negativo na textura ,"flavor" e gosto dos alimentos
(STAUFFER, 1996).

RH=>R® + He

-CH=CH - CH= CH- CH-

o R®+ 0,->RO0O0°"

2
.~ 0o°
|
(0) -CH=CH - CH= CH- CH-

RH+ROO®* - ROOH+R*

OOH
|

-CH=CH -CH=CH - CH-

(c) . e
s O ROOH= RO *® + * QOH

0.

I

CH=CH -CH=CH - CH-

FIGURA 3. Reacgdes que ocorrem durante a autoxidacéo de gordura

17




Portanto um reacdo que elimine radicais livres prevenindo a propagacao da
peroxidago é a chave para a terminacéo desse mecanismo. Os antioxidantes s&o
uma classe de compostos muito efetiva para essa finalidade. Acredita-se que os
antioxidantes (AH) interrompam as reagGes em cadeia NOS Processos oxidativos,
pela pronta doagéo de um 4tomo de hidrogénio para 0s radicais lipidicos (R®, R
00 *, RO *) formando um &cido graxo estavel e um radical livre do antioxidante
(Equacdo 1), ou previnam o inicio da oxidagao anulando outros radicais livres
ativos no sistema . Varios estudos demonstram a efetividade de compostos
fenélicos quanto a sua capacidade antioxidante. Enquanto o fenol sozinho nao
apresenta atividade antioxidante, a substituicéo de grupo alquil nas posicoes 2, 4 e
6 incrementa sua reatividade com o radical lipidico para formar radical fenoxil.
Esse radical livre, pela sua estrutura eletronica e sua esterioquimica permite o
deslocamento do elétron ndo-pareado em volta do anel aromético de tal forma que
o composto se apresenta estavel incapaz de propagar a reacdo em cadeia.
Entretanto, se os radicais livres continuam a formar e, eventualmente todo o
antioxidante for consumido, a autoxidacdo se desenvolvera sem impedimentos
(BOBBIO & BOBBIO, 1992; SIMIC et al., 1992).

’7 AH + -CH=CH -CH=CH-CH- = A® + -CH=CH-CH=CH-CH:

Equagao 1. Mecanismo de terminagéo da oxidagéo por meio de um antioxidante

De acordo com DZIEZAK (1986) os compostos capazes de atuar em
reagbes oxidativas sdo geralmente classificados como:

» Antioxidantes: interompem a reagdo em cadeia de radicais livres.
Embora diversos compostos com fungéo antioxidante sejam permitidos para uso
em alimentos os mais utilizados s&o os compostos fendlicos representados por:
butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), Galato de propila (PG) e terc-
butil hidroguinona (TBHQ) além .dos tocoferois.

» Quelantes: seqiiestram ions metélicos (especialmente aqueles com duas
valéncias Cu, Fe etc.). Esses metais atuam como pré-oxidantes. Os agentes

18



quelantes agem como antioxidantes secundarios reduzindo o potencial redox,
estabilizando o ion metalico. S3o exemplos, o acido citrico e o EDTA, aminoécidos
e outros.

» Agentes redutores: reagem prontamente com oxigénio em sistemas
fechados, a remogado de oxigénio reduz a formacio de radicais livres. L-ascorbil
palmitato, &cido L-ascérbico, sulfitos, acido eritérbico e seu sal de sédio.

* Decomposicdo de hidroperdxidos em produtos estaveis. Sabe-se que
fosfolipideos liberam prétons resultando em rapida decomposicio de
hidroperéxidos em produtos estaveis sem a formagdo de radicais livres
(POKORNY et al., 1981). Outros compostos com similar mecanismo de acao
incluem dilauril tiodipropionato e &cido tiodipropiénico.

A utilizacdo conjunta de alguns antioxidantes pode ser benéfica provocando
um efeito sinérgico. S0 exemplos o acido citrico com galato de propila, o acido
atua como um quelante dos metais, reduzindo a formacéo de complexos coloridos
com os galatos (SHERWIN, 1978); os tocoferdis com acido ascérbico ou seus
ésteres , o tocoferol reage com o radical livre formando um radical tocoferil que
reage com o acido, regenerando-se para tocoferol novamente (NIKI, 1987; CORT,
1974, PACKER et al., 1979); 0 uso de BHA e o BHT juntos € uma pratica comum
€ apresentam uma atividade maior do que a soma da atividade esperada dos dois
individualmente.

2.4. ANTIOXIDANTES EM PRODUTOS DE OVOS

No processamento industrial de ovo, basicamente dois processos s3o
empregados: a pasteurizacdo térmica e a secagem, por meio de atomizadores.
Produtos como gema, clara e ovo integral liquido, disponiveis comercialmente, sdo
pasteurizados, conservados sob refrigeracéo (4 - 8°C) e apresentam vida dtil de 5
a 7 dias. Esses mesmos produtos podem passar por processo de atomizagéo
produzindo gema, clara e ovo integral na forma de po, os quais sao conservados
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por longos periodos (6 -12 meses) (Salto's Alimentos)’

A radiagdo como processo para conservacéo de produtos de ovos pode
contribuir para ampliar a vida Util principaimente dos produtos liquidos sob
refrigeragdo. Porém, sabe-se que a radiagao pode provocar a formagéo de
radicais livres, que além de interferir na fragéo gordurosa, pode ainda produzir “off-
flavor" no produto, devido a reagbes com outros compostos.

Uma maneira de consumir os radicais livres formados, seria a adicéo de
antioxidantes de estrutura fenélica, que apresentam facilidade em doar hidrogénio
para os radicais livres, neutralizando dessa forma sua reatividade.

Alguns pesquisadores tém investigado a influéncia dos antioxidantes nos
produtos de ovos, porém esses estudos estao concentrados em produtos de ovo
em p6 (GUARDIOLA et al., 1995; GUARDIOLA et al., 1997; LI et al.,1996; LAl et
al. 1996: WAHLE, 1993; LAl et al. 1995).

LAI et al. (1996) estudaram a influéncia de Oxidos de nitrogénio (NOy)
considerados iniciadores de oxidagdo dos lipideos insaturados incluindo
carotendides, associados ao conteudo de tocoferol em ovo integral em po.
Monéxido e didxido de nitrogénio sdo produzidos a partir do ar, resultado do seu
aquecimento, por exposi¢do direta & chama de gas. O tocoferol foi adicionado
através da alimentagdo da galinha por enriquecimento da ragao. Os autores
concluiram que a suplementagdo com o-tocoferol melhora ou aumenta
significativamente a estabilidade oxidativa de carotendides e colesterol no ovo em
po.

A atividade do o-tocoferol foi também estudada por CHEN et al. (1998).
Foram alimentadas galinhas com dietas suplementadas com a-tocoferol nas
concentragbes de O; 7; 15; 30; 60 e 120 mg/ kg de rag&o, resultando em gemas
com contetdos de o-tocoferol de 25, 30, 35, 45, 50 e 75 ug/g de gema. A
estabilidade oxidativa da gema foi determinada pela medida de teor de oxigénio e

teor de compostos voléateis do espago livre da embalagem. O a-tocoferol teve um

! Comunicagdo pessoal feita pelo Engenheiro de Alimentos Jilio César Baldin, Diretor Industrial da Salto’s
Alimentos, empresa processadora de ovos, localizada no municipio de Salto (SP) (julho/1999)
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efeito na estabilidade da gema como um antioxidante nas concentracdes de 35, 45
e 50 pg/g de gema e pré-oxidante a 75 ng/g de gema. A adicdo de 60mg de o-
tocoferol/ kg de ragéo resultou na melhor estabilidade de gema de ovo.

Os tocoferdis existem na natureza em quatro formas d-a-tocoferol, d-g-
tocoferol, d-y-tocoferol e d-8-tocoferol. O «- tocoferol e vitamina E tomaram-se

sindnimos; ao beta e gama s&o atribuidos 50 e 10% de atividade vitaminica
respectivamente e zero para a forma delta (PAPAS, 1991).

O o- tocoferol é o mais potente antioxidante biolégico, isto &, para tecidos
vivos e apresenta baixa eficiéncia quando adicionado em produto alimenticio.
Esteres de alfa-tocoferol tais como acetato e succinato, os quais s&o fontes
comuns de vitamina E em suplementos nutricionais ndo atuam como antioxidantes
em alimentos porque a atividade do grupo hidroxil esta protegida (PAPAS, 1991).

Para a adigéo direta nos alimentos, no por via metabdlica, as misturas de
tocoferdis (B, y e &) sdo efetivos antioxidantes principaimente para banha,
toucinho, gordura de frango e outras gorduras animais. Eles nio apresentam a
mesma efetividade para Oleos vegetais (PAPAS, 1991).

Os tocoferois sdo extraidos de 6leos vegetais, sendo a principal fonte o
destilado da desodorizagio de 6leo de soja ( DDOS). Embora disponivel em varias
composicoes, os mais efetivos sdo aqueles com alta concentragéo de y e §
tocoferdis (geralmente 80% do total de tocoferdis). O restante é composto
basicamente por alfa, pois o beta se encontra em pequenas quantidades.
Produtos comerciais est@o disponiveis tipicamente em duas poténcias, 50 e 70%
de tocoferdis totais, diluidos em 6leo vegetal (BUCK,1990; SCHULER, 1990).

Uma mistura de tocoferdis é o antioxidante de escolha quando outros
sintéticos ndo séo desejaveis. Os niveis recomendados sdo de 100 - 300ug/g,
calculados sobre a porgdo de gordura do alimento. Niveis maiores que 500 pg/g
n&o sdo recomendados pois provocam efeito pré-oxidante (CILLARD et al. 1980).

Um planejamento fatorial foi montado para verificar a influéncia da
temperatura, do ar de secagem, tipo de antioxidante, concentracdo de
antioxidante, condicées de embalagem e tempo de estocagem no ovo em pé.
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Dentre as observagdes feitas, destacaram-se: a) os autores concluiram que a
combinacéo de ascorbil palmitato com o a-tocoferol (concentragéo de 50/50 e
100/100ug/g) pareceu provocar um efeito prooxidante em termos de oxidac&o de
4cidos graxos e colesterol; b) o galato de propila nas concentragbes de 100 e
200ug/g pareceu ser 6timo para proteger acidos graxos polinsaturados, colesterol
e a perda de cor. Os antioxidantes parecem ser mais efetivos sob fortes condigdes
oxidativas (GUARDIOLA et al.1997)

Em um experimento feito com gema de ovo em po, os antioxidantes BHA
(0,01%), ascorbil palmitato (0,023%) e mistura de tocoferdis (0,023%) foram
adicionados & gema liquida antes da secagem. Apds a secagem a gema foi
estocada em condicdes aceleradas (60 °C por 28 dias). Os produtos de oxidagéo
do colesterol (POC) foram analisados. Todos os antioxidantes mostraram efeito
inibidor na formagéo do POC quando comparado com o controle (sem oxidante) e
o tocoferdl foi mais efetivo do que o palmitato de ascorbila (HUBER, et al., 1995).

2.5. PROPRIEDADES FUNCIONAIS

A propriedade funcional de um composto ou sistema esté relacionado a
sua capacidade de desenvolver ou agregar determinadas caracteristicas a um
produto alimenticio.

O termo funcionalidade ou propriedades funcionais € muito aplicado as
proteinas e refere-se principalmente a capacidades como: hidratagéo (ligagéo da
agua por pontes de hidrogénio), solubilidade, viscosidade (espessamemto,
imobilizacéo), geleificacéo (formacéo de matriz protéica), emulsificagao (formagdo
e estabilizagdo de emulsdo), formagdo de espuma (filmes estaveis, com
imobilizacdo de gases), coesividade, adesividade (proteina como material
aderente), elasticidade (ligacdes hidrofébicas, ligacdo S-S) absorcéo de gordura
(ligagdo de gordura livre), mudanca de fase durante aquecimento (desnaturacéo)
(HALAS & LASZTITY, 1991).

E interessante ressaltar que as propriedades funcionais de proteinas
dependem de mais de uma caracteristica: a geleificagdo, a viscosidade e a
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solubilidade dependem da interacdo proteina-agua e proteina-proteina que por
sua vez esta relacionada com tamanho, forma e flexibilidade das moléculas. A
emulséo e formagdo de espuma dependem da solubilidade, hidrofobicidade e
tamanho da molécula as quais s&o definidas pela composigéo e distribuicdo de
aminoéacidos e conformagéo espacial (DAMODARAN, 1997: BERGENSTAHL &
CLAESSON, 1990; PHILLIPS et al. 1994)

Portanto, as propriedades funcionais dos compostos esto relacionadas as
suas estruturas moleculares (quimica e conformacional) e insere-se nesse
contexto como fator de grande influéncia, a natureza do meio, na qual esta
exposto o composto. Caracteristicas do meio como forca iénica, constante
dielétrica, pH, temperatura, viscosidade e condicdes de processamento refletem
em alteragbes nas propriedades funcionais (CHEFTEL et al., 1989 FANG &
DALGLEISH, 1998; LI-CHAN, 1983).

E bastante complexo o comportamento funcional de uma proteina e esta
atrelado a uma série de fatores interrelacionados, os quais ndo estio devidamente
esclarecidos. Na maioria das vezes o composto funcional esté inserido em um
sistema ou uma matriz alimentar, nesse caso a complexidade das inter-relagdes
amplia-se e nem sempre o resultado obtido com a proteina isolada pode ser
extrapolado para sistemas alimentares.

A gema de ovo € um exemplo de uma matriz alimentar frequentemente
empregada na fabricacdo de diversos alimentos, justamente por suas
propriedades funcionais, capaz de conferir caracteristicas especificas ao produto
final.

Sua principal propriedade funcional é a emuilsificacdo, garantida pela
presenca de quantidades substanciais de proteinas complexas e fosfolipideos.

Estudos tem sido conduzido para entender a relacdo dos compostos da
gema com a sua capacidade de emulsificacdo e alguns autores relatam que as
lipoproteinas de baixa densidade (LBD) s&o os principais compostos que
contribuem para a emulsificagdo (VINVENT et al., 1996; MIZUTANI &
NAKAMURA, 1984; BURLEY & VADEHARA, 1989).
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CHUNG & FERRIER (1991) avaliaram a propriedade de emulsificagdo da
fracdo de proteinas soliveis da gema e concluiram que estas tém importante
funcé@o nessa propriedade.

Os fosfolipideos (FLs) ligados aos polipeptideos da micela de LBD também
exercem papel na emulsificagdo. Mudangas estrutural e funcional nas LBD em
func@o de modificagbes nos FLs por ag&o de fosfolipase A, foram examinadas por
MINE (1997). Embora a modificagdo dos FLs nas LBDs ndo tenha afetado sua
estrutura secundaria nem sua propriedade imunolégica, a emulsdo preparada com
LBD modificada apresentou consideravel estabilidade ao calor. O autor sugere
que a formag&o de um complexo LisoFLs com polipeptideos da LBD seria o
responsavel pela estabilidade da emuls&o frente ao calor.

PARASKEVOPOULOU et. al. (1997) avaliaram as propriedades funcionais
de gema de ovo com reduzido teor de colesteol, preparada por extragcdo
supercritica com CO,. A gema obtida apresentou metade de seu teor inicial de
lipideos e cerca de 22 % do colesterol total inicial. Foi avaliada uma emulsio tipo
maionese e a gema modificada apresentou um indice de consisténcia mais baixo
do que a gema controle; a capacidade de formacdo de espuma e sua estabilidade
foram consideravelmente maior na gema modificada em comparagdo com a gema
controle, mas o bolo obtido com a gema modificada apresentou uma textura mais
rigida, apontando diferenga entre os bolos, pelos provadores.

Os autores sugerem que a retirada dos lipideos neutros juntamente com
colesterol modificou a estrutura das lipoproteinas, afetando a emulsificacdo
adversamente, o que fortalece a hipétese do importante papel da LBD na
emulsificacao.

A gema €, pois, um sistema complexo e sensivel, € as modificacdes
impostas a esse sistema refletem, na maioria das vezes, em alteragdes nas suas
propriedades funcionais, das quais, merece destaque as propriedades
emulsificantes, e outras correlatas como solubilidade protéica e viscosidade.
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2.5.1. Solubilidade protéica

Muitas das propriedades funcionais de proteinas, incluindo a habilidade de
formar géis e estabilizar emulsées e espumas, dependem de sua solubilidade.
Proteinas insoldveis tém uso muito limitado em alimentos.

Considerando que macromoléculas tais como proteinas ndo formam uma
solugéo verdadeira, a solubilidade protéica pode ser definida como uma dispersdo
coloidal ou uma suspensdo estdvel de particulas insoldveis (KILARA &
SHERKASI, 1986; BORDERIAS & MONTERO, 1988).

A solubilidade € a manifestagdo de um equilibrio termodinamico de
interages proteina-proteina e proteina-solvente. As principais interagcbes que
influenciam caracteristicas da solubilidade de proteinas sdo de natureza
hidrofébica e ibnica. Interagdes hidrofébicas promovem ligacbes proteina-proteina
que resultam em um decréscimo de solubilidade, enquanto interacdes idnicas
promovem ligagbes proteina-agua e resultam em um aumento da solubilidade
(DAMODARAN, 1996). A composicdo em aminoacidos de uma proteina,
particularmente, o nimero de residuos &acidos (aspargil, glutamil) e basicos
(histidil, arginil, lisil), os quais apresentam cargas, aumentam o nimero de
interagdes eletrostaticas com a &gua, contribuindo para maior solubilidade das
proteinas.

As variagGes de pH modificam a ionizagéo e a carga liquida da proteina,
alterando as forgcas de atracdo e repulsdo entre as proteinas e associagao com
agua. No ponto isoelétrico, em que a carga liquida da proteina é quase nula, as
interagdes agua-proteina sdo minimas, e as interagcdes proteina-proteina sdo
maximas, levando & formag3o de agregados e precipitados protéicos, com minima
solubilidade (BODERIAS & MONTERO, 1988).

Os solutos, de um modo geral, produzem mudangas na solubilidade, Em
baixas concentracdes de sais a solubilidade pode aumentar (salting-in) devido as
interacbes dos ions com as cargas das proteinas, reduzindo a atracao
eletrostatica entre as cargas opostas de grupos vizinhos. Mas em altas
concentragbes de sais pode ocorrer precipitagdo das proteinas (salting-out)
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devido a predominéncia das interagbes agua-sal em detrimento das interagdes
agua-proteina (CHEFTEL, et al. 1989, DAMODARAN, 1996).

Diversos termos sdo empregados para se referir & solubilidade de proteina
alimentar. Proteina solivel em agua (PSA), proteina dispersa em agua (PDA),
indice de solubilidade de nitrogénio (ISN) e outros (KILARA & SHARKASI, 1986).
Normalmente esta determinagdo envolve a dispersdo da proteina em &gua,
agitacéo sob condiges controladas de pH, temperatura e forga idnica, seguida de
centrifugacdo. O nitrogénio na fragdo sollvel pode ser determinado pelo método
de Kjeldahl ou métodos espectrofotométricos . O método de MORR et al. (1985) é
o resultado de um estudo colaborativo para determinagd@o desta propriedade, e
considera a solubilidade e nao a dispersibilidade da proteina, uma vez que a
centrifugacao é realizada a alta velocidade.

2.5.2. Viscosidade

De um modo geral a reologia pode ser definida como a ciéncia que
descreve a taxa de deformagéo de um corpo sob a influéncia de forgas externas.
A viscosidade de um fluido revela sua resisténcia ao deslizamento quando
submetido a agéo de forgas externas (DAMODARAM, 1996).

O conhecimento do comportamento reoldgico € de interesse como
parametro de controle de qualidade, na compreenséo de textura e nos projetos de
engenharia, especialmente, nas operacdes de bombeamento, aquecimento,
resfriamento, atomizagéo, concentra¢do, e outras (BARNES et al., 1989).

Basicamente os fluidos sdo classificados quanto ao seu comportamento
reolégico como Newtoniano e ndo Newtoniano. A grande maioria dos fluidos
alimenticios apresenta comportamento ndo Newtoniano e para a caracterizagao
deste tipo de fluido pode ser usada a viscosidade aparente (na) @ uma taxa de
deformacdo especifica (BARNES et al. 1989). As solugbes protéicas costumam
apresentar comportamento n@o Newtoniano do tipo pseudoplastico, cuja
caracteristica € o decréscimo da viscosidade aparente com o aumento da taxa de
deformacao, ou seja, a tangente em cada ponto da curva de escoamento diminui
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com o aumento da taxa de deformacéo.

Determinadas ocorréncias com proteinas em solugéo vao refletir em uma
alterac@o da viscosidade.

O diémetro aparente das moléculas ou particulas dispersas é o fator que
mais afeta o comportamento reolégico dos fluidos. Este por sua vez depende de
uma série de caracteristicas, aquelas intrinsecas da molécula de proteina, como :
massa, tamanho, volume, estrutura, assimetria molecular, cargas elétricas,
facilidade de deformagédo, de fatores externos como pH, forca ibnica e
temperatura, interagdo proteina-solvente, que afeta o entumescimento, a
solubilidade e a esfera da hidratagio hidrodinamica e das interagbes proteina-
proteina que afetam o tamanho das particulas agregadas.

A clivagem de ligagbes peptidicas reduz drasticamente a viscosidade e a
capacidade de geleificagéo.

A gema de ovo liquida pasteurizada termicamente, apresentou
comportamento  ligeiramente  pseudoplastico, aproximando-se muito do
comportamento Newtoniano, & temperaturas de 5, 15, 25, 40, 60°C (OHATA,
2000).

2.5.3. Propriedade Emulsificante

Uma mistura intima de dois liquidos imisciveis é a classica definicdo de
emuls@o. A mistura requer o fornecimento de energia para ocorrer a dispersao e,
por isso, € termodinamicamente instavel (FRIEBERG et al., 1990). Moléculas com
caréter anfifilico, contendo grupos polares e nao polares, que podem diminuir essa
energia interfacial e estabilizar as particulas dispersas, sdo chamadas de agentes
emulsificantes. As substancias usadas como emulsificante sdo varias, as que
ocorrem naturalmente como proteinas, fosfolipideos e esterdis, e outros sintéticos
como ésteres de glicerol, propileno glicol, ésteres de 4cidos graxos e outros
(BRENNAN et al., 1990).

A gema de ovo € considerado um excelente agente emulsificante pois
contém quantidades substanciais de proteinas (lipoproteinas, fosfoproteinas,
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glicoproteinas, fosfolipoproteina), fosfolipideos e colesterol. De fato, sua principal
propriedade funcional € a emulsificagéo e o produto de maior expressao comercial
que utiliza a gema como emulsificante, € a maionese.

As proteinas, como emuisificantes, necessitam primeiro se difundir e atingir
a interface, em seguida desdobram-se direcionando seus grupos nao polares para
a fase lipidica, o que diminui a energia livre do sistema e faz com que o restante
da proteina adsorva espontaneamente, expondo-se e difundindo-se em uma
camada monomolecular, criando uma cobertura protetora em volta das goticulas
da fase dispersa, prevenindo a coalescéncia das gotas (PHILLIPS, 1981).

Sugere-se que, quanto mais hidrofobica a proteina, maior sera sua
concentragdo na interface, menor tensdo superficial € mais estavel a emulséo
(FENNEMA, 1996).

Portanto, o emulsificante tem duas funcdes, reduzir a tensdo interfacial
entre os liquidos e estabilizar a emulsao prevenindo a separacao das fases.

2.5.3.1. Fatores que afetam a formac¢ao de emulsao

A formag&o de uma emuls@o sofre a influéncia de uma série de fatores, a
comegar pelas proteinas, as quais apresentam diferentes comportamentos quanto
as propriedades emulsificantes. Isto se deve a fatores intrinsecos da molécula
como hidrofobicidade, flexibilidade molecular, solubilidade, tamanho da molécula
(LI-CHAN et al., 1984).

Fatores extrinsecos podem afetar a estrutura do emulsificante e ou sua
propriedade hidrodinamica, o que consequentemente pode alterar a capacidade e
ou estabilidade da emulséo.

A irradiagdo como um fator extrinseco, poderia afetar a estrutura ou
conformacgéo de proteinas ou de fosfolipideos. HUANG et al. (1997), irradiou gema
de ovo com uma unica dose 2,3 kGy e observou um aumento da capacidade de
emulsificacdo. Os autores sugerem que esse efeito pode estar relacionado com
mudancas estruturais das proteinas, porém o padrédo eletroforético ndo apontou
diiferenca entre as proteinas de gema irradiada e nao irradiada.
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Outros fatores de carater extrinsico, relacionados com condicédo fisico-
quimica do meio, no qual a emulsdo esta sendo formada, como pH, forga iénica,
temperatura, presenca de aglicares, surfactantes de baixo peso molecular e tipo
de dleo, geralmente alteram o desempenho de proteinas na formacdo de
emulsdes. O pH por exemplo, pode alterar a solubilidade das proteinas, que é
considerada uma condig&o primaria para a formagdo de emulsdes (HILL, 1996;
KINSELLA, 1976).

Fatores, de ordem mecanica, tém grande influéncia nas caracteristicas da
emulsdo, sdo eles: tipo e desenho do equipamento, intensidade do aporte
energético, velocidade de adigéo de 6lec. O método de formagdo da emulséo se
relaciona diretamente com o tamanho do glébulo de gordura formado e
consequentemente com sua desestabilizacdo. Misturadores de baixa velocidade
produzem emulsdes com larga faixa de tamanhos de glébulos com menores
didmetros em torno de 20 um. Os ultra turrax com velocidades entre 8000 a
24000 rpm produzem globulos de 5 a 10 um de didmetro. Homogeneizadores
ultra-sdnicos  produzem giébulos de 1um de didmetro. Homogeneizadores a
pistdo também s&o largamente utilizados e produzem emulsdes com glébulos
menores que o ultra-sénico (HILL, 1996).

TORNBERG (1980) constatou que as condigdes de formacdo de emulsdo
(equipamento/energia) foi um fator mais importante do que a proteina, na
emulséo formada.

2.5.3.2. Tipos de desestabilizagao

Uma vez que a adicdo de energia € necessaria para a formagdo de
emulsdo, entdo estas séo sistemas termodinamicamente instaveis. A estrutura de
uma emulsdo pode mudar com o decorrer do tempo ocorrendo desestabilizagso,
os seguintes fendbmenos podem ocorrer:

CREMEAMENTO: é o movimento da fase dispersa devido a diferenca de
densidade entre as fases (6leofagua). Quando esse movimento ocorre a uma taxa
baixa € chamado de cremeamento, em alta taxa denomina-se drenagem. Uma
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indicacdo da velocidade de cremeamento pode ser obtida a partir da Lei de Sokes
(HILL, 1996)

Ap.d?
V = g 18 g ?? (Equagéo 2)
: 0

onde:

v= velocidade de cremeamento

g = for¢a gravitacional

Ap = diferen¢a de densidade entre as fases
d = diametro dos glébulos de 6leo

1o = viscosidade da fase continua.

De acordo com a Equagdo 2 o cremeamento pode ser reduzido pelas
seguintes agdes:

1- Igualando as densidades das fase. O que é muito dificil atingir em emulsoes
alimenticias.

2- Incrementando a viscosidade do meio de dispersdo. A adicdo de gomas e
amidos pode aumentar a viscosidade de emulsées.

3- Reducdo do tamanho do glébulo de dleo, este € um fator de forte influéncia
pois trata-se de efeito exponencial.

Portanto, as condigées de formacdo de emulsdo (equipamento/energia) &
um fator importante pois determina o tamanho dos glébulos de gordura.

FLOCULAGAO: é uma agregacdo dos glébulos de gordura que pode ser
reversivel. Os glébulos se agregam quando a estabilizagdo estérica € perdida ou
modificada e as forgas de repulsdo eletrostatica diminuem (HILL, 1996; FRIBERG
et al., 1990).

COALESCENCIA: quando duas gotas colidem e vencem a barreira energética

da camada interfacial e se unem em um Unico glébulo perdendo suas identidades.
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A quebra do filme interfacial é um processo lento geralmente precedido de
floculagéo (HILL, 1996: FRIBERG et al., 1990).

2.5.3.3. Avaliagao das propriedades emulsificantes

Propriedades emulsificantes sio comumente discutidas em termos de
capacidade de emulsificagdo (CE), estabilidade de emulsdo (EE) e atividade
emulsificante (AE). Varios métodos tem sido usado para medida desses indices.

A CE se refere & maxima quantidade de 6leo que uma determinada
proteina sob condigdes especificas consegue emulsionar. A primeira medida de
CE foi conduzida por SWIFT et al. (1961). O método consiste da adicdo continua
de dleo a uma dispers&o protéica mantida sob agitacdo, até que ocorra a quebra
ou inversao da emuls3o. Variagdes ocorrem no monitoramento desse momento,
que pode ser percebida visualmente ou por alteragéo do ruido durante a agitacao.
O uso de corante lipossolvel facilita a visualizagdo no momento da inversao de
fases.

Um método mais preciso para monitorar a quebra da emuls&o, consiste na
medida da resisténcia elétrica da emuls&o, no momento em que se quebra a
emulsdo, os glébulos de dleo de unem e passa a ser a fase continua, a qual
possui baixa condutividade elétrica portanto alta resisténcia elétrica. Nesse
momento ocorre um brusco aumento da resisténcia detectado por um ohmimetro
(LI-CHAN et al., 1984). Nesse ponto o volume de 6leo é registrado e a CE é
geralmente expressa em mL de dleo/ g de proteina.

O método turbidimétrico desenvolvido por PEARCE & KINSELLA (1978) é
freqentemente utilizado para estabelecer o indice de Atividade de Emulsificacdo
(IAE). A capacidade da proteina para estabilizar emulsdes esta relacionada com a
area interfacial que pode ser coberta por essa proteina, o0 método baseia-se na
teoria de que dispersdes diluidas de particulas esféricas, a turbidez é diretamente
proporcional a area interfacial da emulsdo. O IAE foi definido como
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IAE = —2-T—D— (Equagéo 3)

50

onde:

T (turbidez) = (2,303 . A) /|

D = fator de diluic&o

| = distancia percorrida pela luz na cubeta

¢ = frag&do volumétrica do dleo

C = concentragdo da proteina na solugdo de gema

A = absorbancia a 500 nm, IAE é expresso em m?/g de proteina.

A estabilidade é sem divida o teste que apresenta maior variabilidade de
métodos para sua quantificacdo. Refere-se a capacidade de uma proteina de
manter, sustentar a emuls&o inalterada durante periodo de tempo a uma
temperatura e forga gravitacional fixas. EE é comumente medida em termos da
separacéo de fases da emulsdo em condicSes definidas. Métodos gravimétricos
sdo frequentemente usados nesta determinagdo. A separagdo das fases pode
ocorrer naturalmente dentro de um periodo de tempo pré fixado e o peso ou altura
da coluna separada é registrado (YAMAMOTO & ARAKI, 1997 CHUNG &
FERRIER, 1992).

No caso de emulsées mais estaveis, em que a separagdo demoraria meses
para ocorrer, a desestabilizagdo pode ser acelerada por meio de centrifugacao e
ou temperaturas mais altas (70-90°C) (LIEU et al., 1978; MINE, 1997) porém a
centrifugagdo n&o reproduz o mecanismo de desestabilizacdo da emuls&o sob
condigbes normais.

A determinagdo de umidade ou gordura das fases separadas antes e apos
um determinado periodo de repouso (temperatura fixa) & utilizado como um indice
de estabilidade (ACTON & SAFFLE, 1970; MIZUTANI & NAKAMURA, 1984).

Outros autores utilizaram a medida do diametro dos glébulos de oleo da
emulsdo. A taxa de coalescéncia é calculada com base na modificag&o do
tamanho dos glébulos num determinado periodo de tempo, observada através da
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medida do didmetro (geralmente por microscdpio) de um nGmero entre 1000 e
1500 gldbulos (PARASKEVOPOULOU et al. 1997; PARASKEVOPOULOU &
KIOSSEOGLOU, 1995; MIZUTANI & NAKAMURA, 1985, KIOSSEOGLOU &
SHERMAN, 1983, MITA et al., 1974). Nesta técnica somente a desestabilizacdo
por coalescéncia é considerada.

A queda da turbidez em funcéo do tempo também foi empregada para
calcular um indice de estabilidade de emulsdo (PEARCE & KINSELLA, 1978,
KHAN et al., 1998: NAKAMURA, et al., 1998)

2.6. MICROBIOLOGIA DE OVOS

Os ovos sdo excelente exemplo de um produto que normalmente é bem
protegido por seus parametros intrinsecos. Externamente os ovos frescos tem trés
estruturas, cada uma delas criando diferentes barreiras para a entrada
demicrorganismos, uma camada cerosa de queratina, a casca propriamente dita e
uma membrana protéica interna.

A lisozima presente na clara Ihe confere um papel bactericida, agindo sobre
as bactérias Gram positivas. A clara também contém avidina a qual forma um
complexo com a biotina, e a conalbumina que forma um complexo com ferro,
tornando esses nutrientes indisponiveis para microrganismo. Em adigdo, a clara
tem um pH alto (9,0-9,3). Por outro lado, o contetido de nutrientes e 0 pH natural
(6,4-6,8) da gema fazem-na uma excelente fonte de crescimento para a maioria
dos microrganismos (JAY, 1992).

No entanto, mesmo diante dessas condigcGes, muitos surtos de infegdo
alimentar tém sido atribuidos ao ovo ou a alimentos que utilizam ovos em sua
preparacdo além de ndo raramente deparar-se com ovos estragados ou
deteriorados por microrganismos.

Desta forma conclui-se que 0 ovo ndo é um alimento estéril € sua casca
nao constitui uma barreira absoluta a entrada de microrganismos (BOARD &
TRANTER, 1995). Um ovo, imediatamente apos sua postura, raramente contém
microrganismos internamente, mas existem espécies que podem ocasionalmente
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penetrar no seu interior ainda em formagdo no ovéario ou oviduto. No
entanto, 0 mais comum & a contaminag&o no momento e apbs a postura (BOARD
& TRANTER, 1995). A passagem do ovo pela cloaca, que é o orificio por onde
também passam as fezes, é o primeiro ponto a oferecer risco de contaminagao.

Apbés postura, os ovos, entram em contato com ambientes que podem
estar altamente contaminados, sujidades do ninho, material fecal do trato intestinal
da ave, poeira, ragido e manipulagéo. A infecgdo dos ovos se estabelece com a
penetracdo dos microrganismos na casca e nesse caso a qualidade da casca tem
importancia relevante (ELLIOT & HOBBS, 1980; GAST & BEARD, 1993).

Portanto, a partir da postura até seu uso existem muitas oportunidades para
a casca adquirir microrganismos através das diversas superficies com as quais
teve contato.

De uma maneira geral, os niveis de contaminag&o da casca do ovo vao
desde poucas centenas a dezenas de milhdes de bactérias por casca. A flora
bacteriana encontrada na casca do ovo é notavelmente heterogénea. Bactérias de
dezesseis géneros foram recuperadas da casca do ovo (TABELA 3) e a partir do
conhecimento de seus habitats pode-se deduzir que, em ordem de importancia,
poeira, matéria em decomposicdo e fezes sao as principais fontes de
contaminagdo. Essas informagdes mostram que bactérias Gram-positivas,
provaveimente, pela sua tolerancia & condi¢bes secas dominam a flora da casca
do ovo. Em contraste, as bactérias Gram-negativas s&@o as principais
contaminantes na deterioragdo de ovos (BOARD & TRANTER, 1995).

Ovos deteriorados normalmente contém uma mistura de bactérias Gram-
negativas e ocasionalmente um pouco de microrganismos Gram-positivos em
pequenas quantidades. De alguma forma no processo de deteriorag&o do ovo s&o
favorecidos microrganismos que tem requerimento nutricionais relativamente
simples e habilidades para se desenvolver em baixas temperaturas. A TABELA 4
mostra os tipos de bactérias encontradas em Ovos deteriorados.

Os fungos parecem ser menos importantes do que bactérias na
deterioragio de ovos. Os membros dos géneros, Penicillium, Hormodendron
Mucor e Cladosporium s&o os mais encontrados enquanto Torula € uma das
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unicas leveduras encontradas com mais freqiéncia (JAY, 1992)

TABELA 3. Tipos de microrganismos presentes na casca de ovos de galinhas

Géneros Freqiiéncia
Streptococcus +
Staphylococcus +
Micrococcus —
Sarcina +
Arthrobacter -
Bacillus +
Pseudomonas +
Acinetobacter +
Alcaligenes +
Flavobacterium +
Cytophaga -
Escherichia -
Aerobacter +
Aeromonas -3
Proteus *
Serratia +

Obs.: + ocasionalmente;
+ na maioria dos ovos, mas em pequenos numeros

++ sempre presente em grande numero.
Fonte: BOARD & TRANTER (1995).
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TABELA 4. Tipos de bactérias encontradas em ovos deteriorados.

Géneros/Espécie Freqliéncia

Pseudomonas aeruginosa < o
Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas putida

Xanthomonas maltophilia

H+ o+ 1

Flavobacterium
Alcaligenes
Acinetobacter
Cloaca

+ #+ H+ I

Cytophaga
Aeromonas
Proteus
Escherichia
Hafnia
Citrobacter
Bacillus

H + + + I I +

Micrococcus
Serratia
Streptococcus

Arthrobacter
Obs.: + ocasionalmente
+ presente na maioria dos ovos em pequenos numeros

++ sempre presente em grande numero
Fonte: BOARD & TRANTER (1995).

H oH I

2.6.1. Salmonela em ovos

As Salmonelas sdo membros patogénicos da flora intestinal humana e de
animais. S8o microrganismos pertencentes a familia Enferobacteriaceae, sao
bastonetes moveis, normalmente Gram-negativos, ndo esporogénicos, anaerdbios
facultativos, crescem entre 5 e 45°C, atividade de agua de 0,945 a 0,999. O pH
6timo de crescimento € proximo de 6,5, mas pH acima de 9,0 e abaixo de 4,0 ja se
torna bactericida (JAY, 1992).



O ciclo de infecgéo de Salmonella sp ocorre entre animais, homem e meio
ambiente. Produtos de origem animal como carnes, ovos, e derivados,
principaimente alimentos ricos em proteinas e carboidratos sao 0S mais
vulneraveis a contaminago por Salmonella (REED, 1993; HOUH et al., 1996).

A salmonelose é provocada pela ingestdo de alimento contaminado. O
periodo de incubagéo vai de 6 a 48 horas, com média entre 12 e 14 h. Podem
causar febre entérica ou gastroenterites aguda, sendo a dltima, a forma mais
comum. Os sintomas séo nauseas, vomitos, dores abdominais, dores de cabeca,
calafrios e diarréia. Esses sintomas sdo frequentemente acompanhados de
prostracdo, fraqueza, sonoléncia e leve febre. Os sintomas persistem por 2 a 4
dias (JAY, 1992).

Mesmo com todo o desenvolvimento tecnolégico da industria alimenticia e
a adogdo de boas praticas de fabricagdo, a incidéncia de salmonelose em
humanos vem aumentando em vérias partes do mundo. Os alimentos de origem
animal continuam a ser os principais responséaveis pela transmissao, entre eles a
carne de aves, ovos e derivados, recebem destaque ainda os alimentos prontos
ricos em proteinas e carboidratos (REED, 1993).

Ovos e seus produtos tém sido um dos principais alimentos envolvidos em
contaminag&o por Sa/monella em todo o mundo (BEAN & GRIFFIN, 1990; GAST &
BEARD, 1992).

Sao descritos mais de 2000 sorotipos de Salmonella, a identificacao das
numerosas variedades existentes é feita por meio de um elaborado sistema de
classificagdo antigénica (JAY, 1992).

Dentre os sorotipos 0s mais comuns associados a casos de salmonelose
humana destacam-se Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis e
Salmonefa Virchow. Dentre esses a Salmonella Enteritidis tem sido o mais
freqUente representado principalmente pelo fagotipo 4 (SPACKMAN, 1989).

De acordo com os registros do Center for Disease Control (CDC) dos
Estados Unidos, surtos envolvendo Salmonella Enteritidis vem ocorrendo desde
1985. De 340 surtos registrados, foram determinados o veiculo de transmissao de
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151, sendo que o ovo foi relacionado como responsavel em 121 deles (OPTIZ,
1992).

Na América do Sul, do Norte e Europa o nimero de infecgbes causadas por
Salmonella Enteritidis (SE) tem crescido muito desde 1985. Em 1979 de acordo
com dados da WHO (Word Health Organization) S. Enteritidis foi o sorotipo mais
frequentemente encontrado em 2 de 21 paises avaliados. Em 1987 esse numero
aumentou para 9, dos quais 8 paises foram europeus. A causa desse grande
aumento € desconhecida. Dados epidemiolégicos dos USA, Hungria, Espanha,
Franga, Noruega e Gra Bretanha indicaram ovos, ou alimentos contendo ovos e
frango como fontes de infecgdo (RODRIGUE et al.,1990).

No Brasil de 1994 a 1995 foram registrados 3430 casos de infeccdo
alimentar causada por Salmonella sp (Folha de Sao Paulo, 1995).

Segundo o Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, a S. enteritidis teve sua
freqiiéncia no estado de S&o Paulo aumentada consideravelmente passando de
2% dos casos de infeccdo alimentar em 1992, para 98, 4 % em 1995 (IRINO et
al., 1996).

A associagio entre o consumo de ovos e surtos de Saimonefla Enteritidis
tem se tornado um problema internacional tanto na area econdémica como em
relagcéo a saude publica.

A grande frequéncia de Salmonella em ovos foi demonstrada por EBEL e
colaboradores (1993), que pesquisaram a incidéncia desse microrganismo em
plantas processadoras de ovos. A investigacéo envolveu 20 plantas e as amostras
foram coletadas de cada partida de ovo liquido antes de ser pasteurizada. Das
1002 amostras analisadas, 52% foram positivas para Sa/monella sp, sendo 13%
de S. enteritidis Este estudo demonstrou a importancia e a necessidade de
preservar produtos de ovos através de processos de pasteurizag@o ou outros que
possam garantir salubridade a esses produtos.

Oliveira (2000) analisou ovos de pontos de vendas ao consumidor da regiao
de Campinas, das 124 amostras analisadas 12 (9,6%) amostras de cascas e 4
(3,2%) das de gema apresentaram contaminagao por Sa/monela Enteritidis. (SE)
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Diante do crescente aumento de surtos, e do envolvimento com SE, tem

aumentado a procura por ovos e produtos de ovos Pasteurizados, para a produgso
de outros alimentos.

2.7. PASTEURIZACAO TERMICA DE PRODUTOS DE Oovos

Fundamentalmente um processo de pasteurizagéao € aplicado a um produto
para atender um objetivo prioritario de obter um alimento com sanidade e
Seguranca para o consumo, além de estender sua vida Util. Neste sentido a
pasteurizacdo deve destruir microrganismos patogénicos e reduzir a carga de
microrganismos deterioradores a niveis mais baixos possiveis (CUNNINGHAM,
1995).

Varios parametros devem ser considerados no estabelecimento de um
processo de pasteurizagdo, os parametros fisicos. tempo e temperatura, sdo os
mais 6bvios e os que definem o processo. No entanto para a determinagdo desses
parametros € importante conhecer as caracteristicas fisico-quimicas do produto
(composigéo e pH) e sua condigdo microbiolégica (carga e tipo de flora microbiana
contaminante). Emprega-se comumente o método da curva de destruicdo térmica
para a definicdo do processo de pasteurizacdo de um determinado produto
(CUNNINGHAM, 1995).

Especialmente no caso de produtos de ovos, esse processo & bastante
critico, pois trata-se de produtos sensiveis ao calor. O calor afeta proteinas do
ovo, desnaturando-as de forma irreversivel. A grande conseqiéncia dessa
mudanca fisica, s@o os danos causados diretamente sobre as propriedades
funcionais, prejudicando sua performance. Este é um fator muito importante uma
vez que os produtos de ovos s&o empregados na fabricagio de alimentos, mais
pelas suas propriedades funcionais do que por seus atributos nutricionais.

Diante do exposto, os parametros tempo-temperatura para pasteurizacio
de produtos de ovos devem ser criteriosamente definidos, e estabelecidos dentro
de um limite minimo necessério para atender as condicbes sanitarias desejadas
para o produto. Dessa forma o processo trabalhara sempre numa temperatura
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minima. A margem de seguranga entre o processo térmico adequado para destruir
Salmonella e a dose de calor que pode danificar seriamente as propriedades
funcionais de produtos de ovos, em alguns casos pode nem existir, € nesse caso
atendendo-se os requisitos da pasteurizagdo, perde-se na performance das
propriedades funcionais.

O fluxograma da FIGURA 4 descreve as etapas principais da pasteurizacao
de produtos de ovos.

Os ovos sdo recebidos em caixas, vao para uma selegdo, em seguida séo
lavados com agua clorada. Na 2° selecdo os ovos s&o examinados através de
ovoscopia, retirando aqueles com defeitos menores como trincas, pintas internas,
nao perceptiveis na 12 selecdo. Imediatamente os ovos seguem para a maquina
de quebra e separagao.

Na etapa de mistura pode ser feita a reconstituigdo do ovo integral, assim
como diferentes formulagbes conforme a necessidade especifica da aplicagao
industrial.

O processo de pasteurizaco é diferenciado conforme os produtos, assim
para clara, produto mais sensivel que o ovo integral e gema, a temperatura esta
entre 57 e 59 °C e tempo de 2 a 4 min. Felizmente, pelas suas caracteristicas,
(composicdo quimica, pH) & possivel atingir o objetivo do processo de
pasteurizag3o (destruicio de patogénicos e redugdo da carga microbiana) mesmo
nessa temperatura mais baixa. Para a gema e ovo integral s&o mencionadas
temperaturas na faixa de 61 a 68° C por periodo de até 5 min, sendo recomendada
pasteurizacio a 64-65°C por 2,5 min (CUNNINGHAM, 1995).

As diferencas fisico-quimicas dos produtos de ovos refletem em uma larga
faixa de condigio recomendadas para pasteurizagdo. O pH do produto € um fator
muito importante. Salmonella &€ mais resistentes a um pH de 5 ou 6. Esta € uma
das razbes para que a resisténcia térmica desse microrganismo seja maior na
gema (pH=6,2) do que na clara (pH=9,1), outra razéo é o teor de gordura que
oferece uma certa protecdo aos microrganismos (CUNNINGHAM, 1995).
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FIGURA 4. Fluxograma geral de ovo, gema e clara pasteurizada
(Fonte: Salto's Alimentos)
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A diferenca de conteldo de solidos, e a atividade de agua sao outras
razbes para as diferencas de resisténcia térmica. Dentre os diversos produtos de
ovo, a gema adicionada de sal &€ o que oferece maior prote¢ao aos
microrganismos e portanto maior resisténcia térmica e maiores temperaturas sao
necessarias para pasteurizagao eficiente.

Tem sido reportado consistentemente que o aquecimento de clara na faixa
de 54 a 60°C provoca danos da capacidade de formagdo de espuma, na
estabilidade e tempo de batimento. O ovo integral pasteurizado nas temperaturas
mencionadas anteriormente, aplicado em formulagéo de bolos, apresentou como
resultado volumes de 4 a 8% menores. Quanto a gema os efeitos do tratamento
térmico sdo observados na capacidade e estabilidade de emuls&o tipo maionese e
molho para saladas (KOHL, 1971; MATIC et al., 1990; WONG et al., 1996).

Pesquisadores observaram que 0s principais géneros encontrados em
produtos de ovos pasteurizados foram Alcaligenes, Bacillus, Proteus, Escherichia,
Flavobacterium e cocos Gram-positivos, reportaram uma contagem menor que
500 UFC/g. Nenhum Staphylococcus coagulase-positivo foi encontrado (SHAFI et
al., 1970)

YORK & DAWSON (1973) reportaram que quando amostras comerciais de
ovo liquido pasteurizado foram estocadas a 3°C a contagem total em placas e
odor foram aceitaveis até 12 dias e por 5 dias a 9°C. Nenhuma E. coli, Salmonella,
Streptococci ou Staphylococci foram encontrados.

2.8. IRRADIAGAO DE ALIMENTOS

A irradiacdo como processo para conservagao de alimentos tem sido muito
estudado, e o emprego dessa energia na conservagao de alimentos tem passado
da fase experimental & escala comercial em alguns paises.

A unidade de dose de radiagdo gama (quantidade de energia absorvida por
unidade de massa) utilizada atualmente é o Gray (Gy), e 1 Gray = 1 joule/ kg, cuja
equivaléncia com o rad (unidade usada anteriormente) é 100rad =1 Gy.
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As radiagcGes ionizantes sdo assim chamadas porque a energia emitida é
suficiente para desalojar os elétrons dos atomos e moléculas, e assim converté-
los em particulas carregadas eletricamente. Radiagbes ionizantes provenientes de
raios gama, raios-X e procedentes de aceleradores de elétrons sio utilizadas
industrialmente no tratamento de diversos tipos de materiais (JAY, 1996).

Os raios gama, de alta energia, e os raios-X, sdo semelhantes na sua
natureza ondulatéria as ondas de radio, &s microondas, aos raios ultravioletas e
aos raios de luz visivel. Os raios-X tém energias variaveis, sdo produzidos por
maquinas e normalmente com larga faixa de energia de fotons. J4 os raios gama,
com energia especifica, sdo produzidos por desintegracéo radioativa de certos
elementos chamados radionuclideos (JAY, 1992).

S0 poderdo ser utilizadas nos alimentos as radiacbes ionizantes, cuja
energia seja inferior ao limiar das reacdes nucleares, o que poderia induzir
radioatividade no material irradiado. Por essa razao somente quatro fontes sdo
permitidas: ®Co, "*’Cs, Raio-X com fétons de energia ndo superiores a 5 Mev
(Mega elétron volt) e feixes de elétrons acelerados com energia maxima de 10
Mev. Todas estas fontes produzem radiacdo com niveis de energia abaixo da
necessaria para induzir radioatividade, mesmo que estes alimentos fossem
expostos a doses muito elevadas, o nivel de radioatividade induzida seria cerca de
200.000 vezes menor que o nivel de radioatividade natural existente nos alimentos
(WHO, 1994). Abaixo desses méaximos de energia permitidos, radioatividade
induzida nunca foi observada em alimentos tratados até mesmo com doses de até
50 kGy (quiloGray)(DIEHL, 1996). O nivel de energia produzido pelo ©Co e ¥Cs
(DIEHL, 1996). ndo é suficientemente alto para causar radioatividade. No
processo de radiagd@o o produto nunca entra em contato com a fonte de radiacédo
(WHO, 1994).

Para obter cobalto-60, "pellets" de cobalto-59 altamente refinado sdo
convertidos em fonte gama radioativa em um reator nuclear via ativagdo de
neutron. Os "pellets" sdo colocados em capsulas de aco na forma de um lapis.
Com essa configuracéo cerca de 95% da energia emitida esta disponivel para uso

As vantagens de cobalto-60 como fonte de radiagdo s&o: alto poder de

43



penetragdo e boa uniformidade de dose, estéo comercialmente disponiveis e com
baixo risco ambiental (cobalto-60 decai para formar niquel nao radioativo). Como
desvantagem apresenta meia-vida de 5,3 anos e por isso 12% da fonte deve ser
reposta anualmente para manter a poténcia original (JARRET, 1982).

Em contraste aos isétopos como fonte de radiagao gama, as irradiagcées de
feixe de elétrons acelerados e raios-X sdo produzidas eletricamente, resultando
em consideravel consumo de energia. A principal vantagem € de que séo
méquinas que se ligam e desligam conforme a necessidade, ndo precisam de
reposigdo como cobalto-60, mas seu poder de penetracdo é muito pequeno. A
principal diferenga entre elétrons acelerados (proveniente de aceleradores lineares
de elétrons - linacs) e Raio-X , é que este Ultimo tem maior poder de penetraga@o
(WHO, 1994).

Para avaliar a salubridade desse método de preservacéo, alimentos
iradiados tem sido investigados ja hé algumas décadas, sob o ponto de vista
quimico, toxicidade, mudangas na flora bacteriana e qualidade nutricional. De
1970 a 1982 esses estudos foram coordenados por um projeto internacional (IFIP)
com sede em Karlsruhe. Uma junta de técnicos especialistas da World Health
Organization (WHO), Food and Agriculture Organization (FAO) das Nacdes Unidas
e International Atomic Energy Agency (IAEA), concluiu a partir desses dados, que
a radiagso de qualquer alimento submetido a uma dose global de 10 kGy nao
apresenta riscos toxicolégicos, consequentemente testes toxicologicos de
alimentos tratados dessa forma n&o sdo mais necessarios (MAYER-MIEBACH,
1993). Quanto & qualidade nutricional e microbiolégica o comité considera que
nenhum problema especial ocorre, no entanto, enfatiza que deve ser dada
atengdo para alguma mudanca significativa em relagdo a um alimento em
particular e seu papel na dieta. Esse julgamento foi a raz&o do interesse de se
estabelecerem os padrées do Codex Alimentarius para seguranca, medidas de
controle e documentacdo de alimentos irradiados. Seguindo esse Codex
Alimentarius, alimentos irradiados foram legalmente permitidos em diversos paises
(MAYER-MIEBACH, 1993).

No Brasil, a legislagdo de alimentos irradiados foi recentemente revisada e
atualizada pela Resolugdo RDC n. 21 de 26 de janeiro de 2001 da Diretoria
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Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, publicada no D.O.U. de 29
de janeiro de 2001. Trata-se de um ‘Regulamento técnico para iradiagéo de
alimentos®. Segundo a Resolugcdo RDC n. 21 fica liberada a irradiagdo de qualquer
tipo de alimento observadas as seguintes condi¢bes: a dose minima obsorvida
deve ser suficiente para alcangar a finalidade pretendida: a dose maxima
absorvida deve ser inferior aquela que comprometeria as propriedades funcionais
€ ou atributos sensoriais do alimento. As fontes de imadiacdo permitas sao
aquelas autorizadas pela Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN) quais
sejam: Cobalto 60 e Césio 137, Raios X gerados por maquinas que trabalham com
energia até 5 MeV e elétrons acelerados gerados por maquinas que trabalham
com energias de até 10 MeV.

Alguns paises permitem a radiacdo de ovos ou produtos de ovos: na
Croécia para produtos de ovos congelados e em pé até 3 kGy (quilo Gray), na
Franca para produtos de ovos até 4 kGy, no México para ovo desidratados até 5
kGy, na Africa do Sul para produtos de ovos até 10 kGy., na lugoslavia para ovo
em po até 10 kGy (IAEA, 1998).

2.8.1. Aspectos quimicos e nutricionais

Os efeitos quimicos e bioldgicos da radiaggio s&o resultados de colisdo de
elétrons que produzem a ionizagéo.

A irradiac&o n&o é o Unico processo capaz de produzir mudancgas quimicas
e nutricionais nos alimentos, considerando a dose limite de 10 kGy, as mudancas
nos compostos dos alimentos s&o pequenas e semelhantes ao resultado de outros
processos de conservacdo como cozimento, secagem, extrusdo e outros (DIEHL,
1996).

As reagdes ocorrem principalmente por ataques de radicais livres. A
iradiacdo introduz energia no sistema e afeta a eletrosfera do atomo, formando
radicais livres a partir dos compostos do meio. A agua, principal componente dos
alimentos (com poucas excegdes) forma alguns produtos radioliticos quando
submetida a radiagdo gama, como radicais hidroxil («OH), elétrons hidratados
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(e'H,0), atomos de hidrogénio (eH), peroxido de hidrogénio (H202) e prétons
hidratados (HsO"), os quais podem reagir entre si e com os compostos dos
alimentos, dando inicio a uma série de reagdes (SIMIC, 1983).

Nao cabe aqui discutir em detalhes, as reagbes que podem ocorrer com as
centenas de componentes de um alimento, nesse sentido, uma extensa revisao foi
feita por DIEHL, (1996) e SIMIC (1983). Os autores concluem que a natureza € a
extens&o dos efeitos da radiacdo ionizante nos nutrientes depende da composigao
dos alimentos (efeitos protetores), dose de radiagéo e fatores modificadores como,
pH, temperatura (congelamento) e auséncia ou presenga de oxigénio. Por isso 0s
efeitos da irradiacdo devem ser estudados para cada matriz particularmente e com
condictes de irradiacao definidas.

Os efeitos nutricionais sé@o dependentes dessas reagdes quimicas que
podem provocar alguma mudanga na composi¢do dos nutrientes.

READ et al. (1961) por meio de ensaios biolégicos com animais, concluiram
que a iradiagdo a uma dose de 56 kGy ndo teve efeito significativo na
disponibilidade biol6gica dos macronutrientes.

Em estudo conduzido com voluntarios humanos, alimentados com produtos
iradiados com 28 kGy, néo foi notado efeito na energia metabolizavel, no balanco
de nitrogénio ou coeficientes de digestibilidade (DIEHL, 1996).

Sobre perdas de vitaminas, a literatura parece ser contraditoria. Alguns
trabalhos superestimam as perdas porque baseiam em resultados obtidos com
solugbes puras de vitaminas em que a perda é muito maior do gue no alimento
irradiado com a mesma dose. Por exemplo, vitamina By em solug@o aquosa (0,25
mg/100mL) apresentou 50 % de perda apés radiagéo com a 0,5 kGy, enquanto
ovo em pé (0,39 mg de vit. B//100 g) irradiado com a mesma dose causou uma
perda de vitamina B; de apenas 5%. Isso € devido a ag&o protetora mitua entre
os constituintes do alimento (DIEHL, 1996). Nem todas as vitaminas apresentam a
mesma sensibilidade & radiagdo. De uma forma geral, as mais sensiveis sd@o
Vitamina E, vitamina A, Tiamina, acido ascorbico piridoxina e riboflavina.
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2.8.2. Aspectos microbiol6gicos

A maioria das aplicagdes de iradiacdo em alimentos tem por objetivo
destruicdo de microrganismos patogeénicos e aqueles deterioradores de alimentos.
Os tratamentos com iradiagdo que objetivam a inativacdo de microrganismos
foram categorizados em 3 tipos por um grupo internacional de microbiologistas, no

ano de 1964 (GORESLINE, 1964). Os pesquisadores sugeriram os seguintes
termos :

Radapertizagdo: é o tratamento de um alimento com doses de radiacéo
ionizantes capazes de conferir uma qualidade microbiol6gica equivalente a uma
"esterilizagéo comercial". Nenhum microrganismo deteriorador ou patogénico pode
ser detectavel por métodos microbiolégicos reconhecidos. O nivel de dose
usualmente requerida para esse objetivo é de 25 a 45 kGy.

Radicidagéo: aplicacdo de doses de radiagdo ionizante suficiente para
reduzir o nimero de células vegetativas viaveis de bactérias patogénicas a niveis
ndo detectaveis quando o alimento é examinado por qualquer método
microbioldgico reconhecido. A dose requerida se encontra na faixa de 2 a 8 kGy.

Radurizagéo: aplicagdo de doses de radiacéo ionizante suficiente para
melhorar a qualidade do alimento diminuindo o numero de células vidveis de
microrganismos deterioradores. Neste caso o nivel de dose fica entre 0,75 e 2.5
kGy.

Muitas hipéteses de como a radiacdo afeta os microrganismos foram
postuladas, mas hoje & universalmente aceito que o acido desoxiribonucléico
(DNA) no cromossoma representa o alvo mais critico da radiagdo ionizante.
Possivelmente, efeitos na membrana citoplasmatica podem ter um papel adicional
em algumas circunstancias. Quando a radiacdo ionizante é absorvida pelo
material biolégico a molécula de acido nucléico pode ser ionizada ou excitada
iniciando uma cadeia de eventos que provoca mudangas bioldgicas, levando a
célula & morte, se as mudancas forem suficientemente sérias, este é um efeito
direto da radiagdo. Paralelamente a radiagcéo pode interagir com outros atomos ou
moléculas das células, particularmente agua, para produzir radicais livres, os quais
podem provocar reagdes com o DNA, danificando-o, este é o efeito indireto da
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radiagdo. Este mecanismo é importante para inativar células vegetativas, cujo
citoplasma contém cerca de 80% de agua (DIEHL,1996).

Fatores como tamanho e arranjo da molécula de DNA influenciam a
sensibilidade do microrganismo & radiagdo. O DNA na célula esta associado com
peptideos basicos, nucleoproteinas, RNA, lipideos, lipoproteinas e cations
metélicos. Nas diferentes espécies de microrganismos essas substancias podem
permitir diferentes efeitos da irradiagdo. Outro fator importante que determina
sensibilidade a radiagdo é a capacidade dos diferentes géneros e espécies de
reparar os danos ao DNA. Desde a origem da vida todos os organismos tem sido
expostos & radiacdo ionizante, e como uma defesa a esse ataque, mecanismos
enzimaticos de reparacdo do material genético tem sido aperfeicoado em varios
graus no curso da evolugdo. A detecgdo e caracterizagao desses processos de
reparagdo do DNA tem sido objeto de estudo da biologia molecular (DIEHL,1996).

Com crescente dose de radiaggdo, 0 numero de microrganismos
sobreviventes decresce exponencialmente (da mesma forma quando se
incrementa a temperatura ou o tempo num tratamento térmico). Diferentes
espécies e diferentes linhagens de uma mesma espécie requerem diferentes
doses de radiagdo para atingir o mesmo grau de inativagdo. Uma medida
comumente utilizada para avaliar sensibilidade a radiagéo é a dose equivalente a
Do , isto & dose necessaria para eliminar 90% da populacéo inicial (FARKAS
(1998).

FARKAS (1998) compilou uma lista de valores de Dio para bactérias
patogénicas ndo esporuladas em alimentos com alto conteudo de agua, €
observou que Campilobacter, Yersinia e Vibrio spp apresentaram a menor
resisténcia a radiagio, seguida pela E. coli. Sorotipos de Salmonella apresentaram
variabilidade na sensibilidade a radiagdo, com D1 variando de 0,3 a 0,8 kGy. Para
S. aureus os valores variaram de 0,3 a 0,6 kGy.

A especificagdo do meio é importante porque o valor Dio pode mudar
consideravelmente em diferentes meios. Matrizes secas oferecem melhor
protecdo ao microrganismo do que meios aquosos. O efeito da agua na
sensibilidade de microrganismo a radiagdo também esta relacionada com a
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atividade de agua (A,). Em ovo em pd, o valor Dy de 1,3 kGy abaixou para
aproximadamente 1 kGy quando a A,, subiu de 0,5 para 0,8. O valor Dyo em meios

congelados também é usualmente maior do que aquele exigido para o mesmo
material a temperatura ambiente (DIEHL, 1996).

A composi¢do do meio, atividade de agua e temperatura sio fatores que
influenciam a sensibilidade do microrganismo & radia¢do, isso mostra que os
valores Dig mencionados na literatura devem ser usados criteriosamente (WHO,
1994; THAYER et al., 1995; THAYER, 1995).

Entre os microrganismos existem diferencas de sensibilidade a radiacdo
tanto entre os géneros, como entre cepas de uma mesma espécie. A faixa da
radiomresisténcia microbiana é ampla, embora n&o tanto quanto a variagao que
ocorre na termorresisténcia.

As bactérias Gram-negativas, tanto as deteriorantes como as patogénicas,
s&o geralmente mais sensiveis do que as células vegetativas das bactérias Gram-
positivas. Os esporos de Bacillus e Clostridium s&o mais resistentes do que os
anteriores (FRANCO & LANDGRAF, 1996). Entre as mais sensiveis 2 radiacdo
podem ser citadas as pseudomonas flavobactérias.

Entre as formas vegetativas, existem algumas espécies altamente
radiorresistentes como o Deinococcus radiodurans, D. radiophilus, D. proteolyticus
(todos coccus Gram-positivo), Deinobacter grandis (bacilo Gram-negativo),
Acinetobacter  radioresistens  (cocobacilo Gram-negativos), Rubrobacter
radiotolerans (bacilo Gram-positivo). O mecanismo de resisténcia dessas bactérias
ainda n&o esta esclarecido. Supde-se que a presenca de envelope celular mais
complexo possa ser um fator. Além disso, todos apresentam pigmentos e contém
varios carotendides que sugerem alguma relagdo com a alta radiorresisténcia.
Outro fator parece estar relacionado a presenca de um eficiente mecanismo de
reparo de seus acidos nucléicos (DIEHL, 1996: FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Em relac@o aos fungos, as leveduras s3o mais resistentes que os bolores,
apresentam resisténcia semelhante as bactérias Gram-positivas (JAY, 1992).

O que faz um organismo mais sensivel ou resistente que outro, € assunto

de interesse biolégico fundamental. Um melhor entendimento dos mecanismos de
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resisténcia pode levar a caminhos para aumentar a sensibilidade a radiag@o e
consequentemente a dose necesséria para destruicdo do microrganismo poderia
ser reduzida.

Os microrganismos sobreviventes a um tratamento de irradiacao a baixas e
médias doses sdo mais sensiveis ao "stress" ambiental, ou um processamento
subsequente, do que a microflora de um produto n&o irradiado (FARKAS, 1998).
Por isso uma alternativa para empregar menores doses de radiagéo tem sido o
emprego de processos combinados, principalmente o emprego de tratamentos
térmicos mais brandos.

Em estudo conduzido para inativar Salmonella em ovo liquido,
SCHAFFNER e colaboradores (1989) avaliaram a termorradiac&o, empregando
temperaturas de 50 e 60 °C e doses variando de 0,1 a 0,4 kGy, e concluiram que
a termorradiagéo (60°C) foi mais eficiente em diminuir contagem de Salmonella do
que a iradiacdo ou o calor sozinhos. A uma temperatura de 50°C nao houve
diferenga significativa entre a termorradiagéo e a radiag@o sozinha.

SERRANO et al. (1997) também verificaram que a temperatura de 50 °C
empregada num processo de termorradiag@o, para destruicdo de Salmonella, nao
apresentou efeito positivo. Inocularam ovo liquido com 2,4 .10° UFC/mL de
Salmonelia, aqueceram por 0, 20, 40 e 60 min a 50°C, seguido de irradiagéo a 0,
0,25 05 0,75 e 1,0 kGy. Os resultados indicaram que a aplicagéo de calor
nessas condigdes, antes da irradiagéo, ndo contribuiu para diminuir o valor de Do
(dose de radiag@o). Eles encontraram que 0,5 kGy foi suficiente para eliminar
Salmonella da superficie da casca e 1,5 kGy para reduzir a contagem de
Salmonella de aproximadamente 4 .logio em ovo liquido.

2.9. IRRADIAGAO DE PRODUTOS DE OVOS

microbiolégica de produtos de ovos, porém a limitagédo dessa A radiacao
tem se mostrado uma técnica eficiente para descontaminagéo técnica esta nos
possiveis efeitos quimicos, fisicos e organolépticos. Pesquisadores tém procurado
encontrar melhores condigcdes de irradiagdo, ou seja, aquelas em que, atendidos
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Os requisitos microbioldgicos, os efeitos paralelos sejam minimos.

NARVAIZ et al. (1992) irradiaram ovo em pé com doses de 2,5 a 10 kGy
objetivando eliminar Salmonella e estabilizar a carga microbiana. Resultados
microbioldgicos mostraram que 2.0 kGy foram suficientes para atender o objetivo.
Paralelamente determinagdes fisico-quimicas conduzidas indicaram que ndo
Ocoreram mudangas significativas nos parametros estudados em uma dose de
2,5 kGy. Doses mais altas (5 e 10 kGy) aumentaram os graus de rancidez, perda
de cor e hidrélise de proteina. Analise sensorial de ovo em po e bolo preparado
com esse ovo apresentou resultados concordantes com os parametros fisico-
quimicos.

KATUSIN-RAZEM et al. (1 992) procuraram encontrar condigdes de
iradiag&o minimizando esses efeitos. Avaliaram 0 grau de oxidagéo (formagédo de
peroxidos) e perda de cor em funcdo da taxa de dose, dose e presenca de
oxigénio. Observaram que a presenga de oxigénio ndo & essencial para a
destruicdo de carotendides pela iradiagdo pois seu contetido diminuiu com o
aumento da dose mesmo nos tratamentos sob vacuo. A formagdo de perdxido na
auséncia de ar foi limitada pelo oxigénio disponivel. A extens3o das mudancgas nos
dois parametros analisados foi inversamente proporcional a taxa de dose, isto é,
maiores taxas de dose produziram menor degradagédo a uma mesma dose. O
autor sugere que a dose de 2,5 kGy suficiente para inativar Salmonella, é
indicada para tratamento desses produtos, pois previne maiores mudangas.

Outros estudos foram conduzidos com produtos de ovos em pé submetidos
a radiagdo avaliando propriedades funcional e sensorial, oxidacdo da fracdo
lipidica, com alguma énfase na oxidagdo de colesterol, como fungdo das
condicdes de imadiagéo e estocagem (LEBOVICS & GAAL, 1994: CLARK et al.,
1992; KATUSIN-RAZEM, et al., 1989).

Mudando a natureza da matriz de ovo em po para ovo liquido, MA et al.
(1990) irradiaram ovo integral em casca, com doses de 1,0; 24 e 3,0 kGy, e
puderam observar grandes mudancas. Perda de cor e do indice "Haugh"(refere-se
a qualidade da clara, relaciona o peso do ovo com a espessura da clara exposta
sobre uma superficie plana). A anélise sensorial apontou diferenca significativa (P
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< 0,01) entre os ovos controle e irradiados. A iradiagdo causou um decréscimo
na viscosidade aparente de clara e ovo integral, mas aumentou a da gema. Ela
aumentou 2 atividade de emulsificagdo, a capacidade de formacéo de espuma e
sua estabilidade. Bolos preparados com ovos irradiados apresentaram maior
volume. Para a clara, a técnica de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)
ndao apresentou diferengca na temperatura e entalpia de desnaturacéo de
proteinas, enquanto que eletroforese em gel indicou pequena modificacéo nas
bandas formadas.

WONG et al. (1996) compararam clara liquida pasteurizada termicamente
com clara irradiada por acelerador de elétrons & dose de 23 a 3 kGy. Os autores
observaram, que nessa dose, foi possivel eliminar Salmonella e que ©
desempenho funcional da clara irradiada foi melhor do que a clara pasteurizada
termicamente, sugerindo que a radiagéo de clara liquida pode ser um processo
alternativo que substitui com vantagens a pasteurizagao térmica.

Outros autores avaliaram condigdes para minimizar os efeitos da radiagdo
em produtos de ovos, por meio de associacdo com congelamento (MA et al,
1993) e com tratamento térmico (LABUZA et al., 1968).

Pouca informag&o se tem sobre iradiagdo de gema liquida, e este parece
ser um processo altemativo com potencial para aumentar a vida util desse produto
quanto ao aspecto microbiol6gico. Alguns resultados de trabalhos ja citados
indicam uma melhora da capacidade de emulsificagdo de gema apds irradiacao,
este € um ponto interessante, que deve ser melhor investigado pois existe larga
aplicacdo de gema como agente emulsificante na manufatura de diversos
produtos alimenticios.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

Este trabalho compée 3 partes distintas, quais sejam:
1) ensaio microbiolégico, composto por 2 itens:

a) estudo da dose minima de radiacdo gama para destruicdo de
Salmonella Enteritidis e Staph ylococcus aureus;

b) estimativa da vida de prateleira de gema liquida em fungéo da dose
de radiagdo gama;

2) estudo do efeito da dose de radiacdo gama nas propriedades funcionais
€ sensoriais de gema liquida e maionese;

3) estudo do efeito da radiagdo gama associada ao emprego de
antioxidante, na oxidacgdo da fracdo lipidica de gema liquida.

3.2. IRRADIAGAO DA GEMA LiQUIDA

A irradiagdo da gema liquida foi uma operagcdo comum a todos os
experimentos conduzidos neste trabalho. Foi efetuada no Departamento de
Aplicagdes Técnicas Nucleares do IPEN-CNEN/SP em um irradiador com fonte de
cobalto-60 tipo Gammacell 220, Atomic Energy of Canada Ltd. com atividade de
9.120,889 Ci. (janeiro/2000)

Durante os experimentos foram empregadas doses de 1,5;25;35¢e 4,5
kKGy a uma taxa de dose de 6,41 a 5,92 kGy/h. A iradiagdo foi monitorada por
dosimetros do tipo amber 3042 Batch H ( para doses de1,5e 2,5 kGy), e outro do
tipo Gammachrome YR Batch 6 pmma (para doses de 3,5 e 4,5kGy), ambos da
Harwell.
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3.3. ENSAIO MICROBIOLOGICO
3.3.1. Obtencgéo da gema liquida

Toda gema de ovo utilizada no trabalho foi fornecida por uma industria
processadora de ovos da regido. Na industria, os ovos sdo processados com um
tempo maximo de dois dias de postura. Os ovos s&o recebidos acondicionados
em caixas (cestainer), entram na linha de processamento passando,
primeiramente, por uma lavagem (assepsia da casca), em seguida pela ovoscopia
onde s3o separados e retirados os ovos em condigoes inadequadas para a
industrializagdo, como aqueles com casca trincada ou quebrada e outros defeitos.
Em seguida, os ovos selecionados vdo para as etapas de quebra e separagao,
homogeneizagéo, resfriamento (tanque pulmao), pasteurizacdo (64°C/3,5 mim),
resfriamento, embalagem e, finalmente, sao destinados a estocagem refrigerada.

No presente trabalho foi utilizada a gema pasteurizada, conforme descrito
acima, e a gema nao pasteurizada, foi obtida apés as etapas de homogeneizacao
e resfriamento. As amostras de gema pasteurizada e n&o pasteurizada foram
retiradas durante o processamento na industria, e acondicionadas em sacos
plasticos estéreis. Estes foram selados e mantidos em caixa de isopor com gelo
moido durante o transporte até o laboratério, onde foram preparadas em capela de
fluxo laminar as unidades experimentais - saquinhos de polietileno com 100g de
gema selados termicamente - destinados & irradiag3o.

3.3.2. Estudo da dose minima de radiagdo gama para destruicdo de
Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus

As unidades experimentais, ou seja, saquinhos de polietileno com 100g de
gema foram inoculados individualmente com Salmonelia Enteritidis (isolada de ovo
pelo Laboratério de Higiene da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP e sorotipado pelo Instituto Adolfo Lutz) e Staphylococcus aureus ATCC
6538.

O nivel estabelecido para a contaminagdo das amostras foi baseado em
relatos de literatura (SERRANO et al., 1997; GAST & BEARD, 1992a; OLIVEIRA,
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2000). Procurou-se situar o trabalho em um nivel de contaminagdo compativel

com a realidade. Para tanto, utilizou-se uma carga de inoculo na faixa de 2 a
8.10° UFC/g de gema.

A definicdo da dose minima de radiacdo empregada no presente estudo foi
baseada em dados da literatura (NARVAIZ et al. 1992, SERRANO et al. 1997
MATIC et al. 1990; THAYER & BOYD, 1992). Foram empregadas as doses de 1.5
e 2,5 kGy.

3.3.2.1. Preparagao do inéculo

As culturas de S. Enteritidis e S. aureus foram ativadas mediante duas
transferéncias consecutivas para tubos com caldo TSB (Tryptone Soya Broth) e
BHI (Brain Heart Infusion), respectivamente, e incubadas a 35°C/24 h. Apos esse
periodo foram preparadas diluicdes seriadas (1:10). A cultura de S. Enteritidis foi
diluida em tubos com 9 mL de &gua peptonada (0,1%) salina (0,85%) estéril e S.
aureus em agua peptonada salina com 1% de tween 80.

As diluicGes foram semeadas para contagem de unidades formadoras de
colonias (UFC) em 1 mi, utilizando para S.Enteritidis, 0 meio TSA (Tryptone Soya
Agar) e o BHI &gar (Brain Heart Infusion) para S. aureus. As placas foram
incubadas a 35°C/48 h. Apds esse periodo de incubagao procedeu-se & contagem
das placas em contador de colénias com lupa.

Para inoculagdo das unidades experimentais, saquinhos com 100 g de
gema, o mesmo metodo foi repetido em igual condigo, porém, com o
conhecimento prévio da diluicdo a ser utilizada. Em seguida as diluigdes seriadas
foram semeadas em placas para contagem das UFC, inoculadas em cada
unidade experimental.

3.3.2.2. Inoculagao

Foram preparados 9 lotes de gema, cada um composto por 5 saquinhos
com 100g de gema cada. Os saquinhos foram inoculados
individualmente, adicionando-se 1 mL de cada indculo (S. Enteritidis e S aureus).
Em seguida, os saquinhos foram selados por soldagem térmica e colocados sob

55



refrigeragdo (caixa de isopor com gelo moido) para o transporte até o local da

irradiagao.

3.3.2.3. Irradiagao

Cada conjunto (R) contendo 5 saquinhos foi irradiado separadamente,
conforme mostra o esquema a seguir (cada retangulo representa a irradiagéo de
um conjunto), o que estabelece 9 repeticdes genuinas para cada dosagem

utilizada no processo de irradiagao.

Repeticdes (Ri) referentes a dosagem de 1,5 kGy

R1 R2 R3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
R4 RS R6

16 17 1819 20 2122 23 24 25 26 27 28 29 30

R7 R8 R9
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Repeticdes que receberam dose de 2,5 kGy

-

R1 R2 R3

46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
R4 RS R6

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
R7 R8 R9

76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90

Apos iradiagdo as amostras foram armazenadas em incubadora tipo
B.0.D. a uma temperatura de 4,5°C + 0,5°C.

56



Os experimentos com dose de 1,5 e 2,5 kGy foram conduzidos separadamente,
primeiro o tratamento com dose de 1,5 kGy, e em seguida conduziu-se o
tratamento com dose de 2,5 kGy.

De cada grupo de 5 saquinhos foi selecionado um saquinho para analise de
Salmonela e outro para anélise de S. aureus.

As seguintes anélises foram efetuadas:
e Gema sem tratamento:

Deteccao de Salmonelia;

NMP para Staphylococcus aureus:
NMP para Coliformes fecais:

Contagem de microrganismos mesdfilos aerobios e anaerdbios facultativos.

* Gemas irradiadas:
Detecgdo de Salmonela;

NMP para Staphylococcus aureus.

3.3.3. Estimativa da vida de prateleira de gema liquida em fungéo da dose de
radiagdao gama

A partir da dose minima suficiente para destruicdo dos patogénicos,
encontrada no experimento anterior, definiram-se as doses a serem aplicadas
neste experimento.

Os tratamentos avaliados foram os seguintes:

Gema pasteurizada termicamente 64°C por 3,5 min. (PT)
Gema irradiada com dose de 2,5 kGy (Ir2,5)

Gema irradiada com dose de 3,5 kGy (Ir3,5)

Gema irradiada com dose de 4,5 kGy (Ir4,5)
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3.3.3.1. Preparacao dos tratamentos

De um mesmo lote de gema da fabrica foram retiradas amostras de gema
pasteurizada e gema n&o pasteurizada (homogeneizada, resfriada). As gemas
foram coletadas em sacos plasticos estéreis, estes foram fechados e mantidos em
caixa de isopor com gelo picado para transporte até o laboratdrio para preparo das

unidades experimentais.

Em ambiente asséptico, capela de fluxo laminar, previamente
descontaminada com luz ultravioleta, as gemas foram manipuladas para o preparo
do experimento.

A gema pasteurizada foi colocada em vidro de rosca com vedacao
hermética, previamente esterilizado a 121°C/15 min. Foram preparados 8 vidros
com 300 g de gema cada um, € em seguida foram armazenados em estufa
B.0.D. a4,5+0,5°C.

A gema ndo pasteurizada foi acondicionada em sacos plasticos estéreis,
selados por soldagem térmica. Para cada uma das doses a serem estudadas, 16
sacos foram preparados, contendo cada um 160 g de gema. Estes sacos foram
acondicionados em caixas de isopor com gelo picado e transportados até o local
da irradiago.

Devido ao espago reduzido no interior da Gammacell (irradiador) nao foi
possivel irradiar todos os 16 saquinhos de cada dose de uma unica vez, dessa
forma, para cada dose foram efetuadas 2 irradiagGes, com 8 saquinhos em cada

uma.

Ao retornar ao laboratorio, essas gemas ja irradiadas foram transferidas, em
ambiente asséptico (capela de fluxo laminar), para vidros com rosca hermeética,
esterilizados previamente a 121°C/15 min. Foram preparados 8 vidros com 300 g
para cada dose de radiagéo, utilizando o conteudo de dois saquinhos para cada
vidro, os quais, em seguida, foram armazenados em estufa tipo B.O.D.a 45 =+
0,5°C.

Foram preparadas, a partir de um unico lote de gema da fabrica, as gemas
pasteurizadas termicamente (PT) e gemas irradiadas com dose de 2,5 kGy (Ir2,5).
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Ao final desse experimento um novo lote foi coletado junto & industria e
preparadas as amostras para as doses de 3,5 (Ir3,5) e 4,5 kGy (Ir4,5).

A evolugéo da carga microbiana durante o armazenamento das gemas a
temperatura de refrigerag3o foi acompanhada através das seguintes analises:

- Contagem de microrganismos meséfilos aerdbios e anaerdbios facultativos
- Contagem total de bolores e leveduras

- Contagem de microrganismos psicrotréficos totais

Os tratamentos foram analisados logo apds o processamento e em
intervalos de 2 dias (gema pasteurizada termicamente) e 3 dias (gemas
iradiadas). O periodo de armazenamento foi interrompido e os lotes descartados
quando as contagens totais atingiram valores de 10° - 107 UFC/g, ou até um
maximo de 21 dias.

3.3.3.2. Metodologia estatistica

Para os resultados de cada tratamento foi aplicada uma estatistica
descritiva do log 10 da contagem total de microrganismos meséfilos, psicrotréficos
e bolores e leveduras na forma tabular e grafica.

Para estimar o tempo de vida util, foram ajustados modelos ndo lineares
que representam o crescimento dos microrganismos com o tempo.

Tendo em vista que os microrganismos apresentam crescimento n&o linear,
foi proposto o seguinte modelo:

Yi=Yo + o eP &P LK) (Equacdo 4)

Onde, Y; € o log da contagem total de microrganismo no lote i (i= 1,2, ...,8)
em t tempos de armazenamento; Yo é o logyo da contagem total média no tempo
inicial; a € um parémetro estimado em funcéo do logio da contagem total maxima
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média de microrganismos no tempo de vida util maximo (dentro do intervalo
estudado). B é um parametro associado a taxa de crescimento do microrganismo e

K uma constante associada a forma em “S” da curva.

Os parametros do modelo s&o estimados pelo método de Newton-Rapson
(SEBER & WILD, 1989) através do procedimento PROC NLIN (SAS, 1986). Uma
vez estimado o modelo é possivel calcular os tempos médios de vida atil para
cada tratamento, e os limites de confianga assintéticos inferior (LI) e superior (LS)
para o verdadeiro valor do logio da contagem total de microrganismos.

O tempo de vida Util maximo estimado para cada tratamento, em fungao de
cada grupo de microrganismo, sera aquele em que LS = 6.

3.3.4. Analises fisico-quimicas

Para caracterizacdo da matéria prima foram realizadas analises de proteina
e cinza, segundo os métodos descritos nas segdes 24.027 e 24.009 da AOCS
(1984), para umidade utilizou-se areia tratada e calcinada com secagem em estufa
a 105°C por 24 h, o teor de gordura foi determinado pelo método de BLIGH &
DYER (1959), o pH foi medido por potencidmetro previamente calibrado.

3.3.5. Analises microbiolégicas

Os métodos empregados foram aqueles descritos pela Associacao
Americana de Saude Puablica "American Public Health Association - APHA" |
Salmonella capitulo 25, S. aureus capitulo 33, Coliformes fecais capitulo 24,
Psicrotroficos capitulo 9, Meséfilos capitulo 4 e Bolores e Leveduras capitulo 16
(VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).

Deteccdo de Salmonela: todo o contetdo do saquinho, ou seja, 100 g de
gema foi diluido em 900 mL de caldo de pré-enriquecimento , 4gua tamponada
peptonada a 1% (BPW) e incubado a 37°C/18-24h. Seguido de enriquecimento
seletivo em caldo TT(Caldo tetrationato) e caldo SC (Selenito Cistina) os quais
foram incubados a 43°C e 37°C por 18-24 h, respectivamente. O isolamento foi
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realizado em agar seletivos, XLD (agar Xilose, Lisina Desoxicolato de Sédio), BS
(Bacto Bismuth Sulfit Agar) e HE (Bacto Hektoen Enteric Agar) e incubadas por
18-24 h em estufa bacteriolégica a 37°C.

Triagem das colénias suspeitas: as colénias que apresentaram reacdes
indicativas de Safmonella em agar seletivo foram selecionadas e passadas ,com o
auxilio de alca em forma de agulha, para tubos de triagem contendo o meio TSI
(égar triplice, agtcar e ferro) e LIA (agar lisina ferro). A inoculagao foi feita através
de picada central e estriamento sobre a superficie inclinada . Os tubos foram
incubados a 37°C por 18-24 h . Apbs este periodo os tubos que apresentaram
reaces indicativas de Salmonella foram selecionados para caracterizacdo
bioquimica.

Para a caracterizagéo bioquimica de Salmonella sp. foram empregadas as
provas de Indol, malonato, Ccitrato, descarboxilagdo de lisina e omitina,
fermentagdo de Dulcitol, lactose e sacarose, teste de vermelho de metila (VM) e
Voges-Proskawer (VP) com semeadura a partir do crescimento nos tubos de LIA e

TSI

Contagem de S. aureus: pela técnica do ndmero mais provavel (NMP), 25
g de gema diluida em 225 mL de solugéo salina peptonada com 1% de Tween
(diluicio 10 ') e a partir desta foram feitas diluicdes decimais 102 e 10°. Um mL
de cada diluic&o foi adicionado em 3 grupos distintos de 3 tubos contendo caldo
TSB (com 10% de NaCl e 1% de piruvato); em um quarto grupo de trés tubos foi
adicionado um grama de gema (n&o diluida) em 20 mL de caldo, sendo os tubos
incubados a 35°C por 48hs. Os que apresentaram resultado positivo, foram
semeados em duplicata, na superficie de placa de Petri, contendo o meio de
Baird-Parker adicionado de solucdo de gema de ovo e telurito de potassio. As
placas foram incubadas a 37°C/48 h.

Apds periodo de incubag&o procedeu-se a leitura, considerando-se como
tipicas todas as colénias negras, pequenas e que apresentaram halo ao seu redor.
As colbnias tipicas foram separadas para confirmagdo de presenca de S. aureus.
Os seguintes testes bioquimicos foram realizados nos isolados suspeitos com
cultura de 24 h:
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- Observagio de morfologia: pelo método de Gram.

- Catalase; Apds incubacdo a 30°C/24hs de colonias semeadas em
agar extrato de levedura, a prova de catalase foi feita pela adicao de

algumas gotas de agua oxigenada 3%.

- Coagulase: aliquotas de tubos com caldo BHI, foram transferida
para tubos contendo plasma de coelho . Os tubos foram colocados em
banho maria 35°C por 6 h. Na leitura foram considerados coagulase
positiva 0os tubos que apresentavam codgulo evidente, classificados
como 2+ ou acima.

- Fermentagdo de glicose e manitol: tubos de ensaio contendo agar
de Hugh-Leifson acrescido de glicose ou manitol foram inoculados
(picada com agulha de platina até a metade do agar) a partir do cultivo
em BHI. Apés inoculacéo, os tubos com manitol (processo fermentativo)
foram selados com nujol esterilizado (incubados a 37°C por 96 h).

- Termonuclease: A cultura fervida em banho maria por 15 min, foi
inoculada em orificio previamente preparado na lamina de agar azul de
toluidina DNA. Cepa padréo foi utilizada para comparacéo. As laminas
foram incubadas a 37°C por 14 horas. Observou-se a formagéo de halo
réseo estendendo-se por cerca de 1mm ao redor das perfuragbes
inoculadas (positivo).

Coliformes fecais: as mesmas diluicdes utilizadas para S. aureus foram

inoculadas em caldo lauril sulfato de s6dio em quatro séries de 3 tubos. Dos tubos

suspeitos foram transferidas alcadas para caldo E.C. com tubo de Durhan

invertido. Os tubos permaneceram em banho maria a 44 5°C por 48 h, quando se

procedeu a leitura do resultado, considerados positivos agueles com produgao de

gas. Através da tabela de Hoskins procedeu-se a determinag&o do numero mais

provavel de Coliformes fecais.

Contagem de microrganismos mesodfilos aerébios e aerébios

facultativos: a partir de 25 g de gema diluida em 225 mL de agua peptonada com

1% de Tween (diluicdo 10") foram feitas diluicbes decimais seriadas. De cada

diluicdo, foi feito semeadura em duplicata em profundidade ("pour plate"). Foi
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utilizado agar padrdo (Plate Count Agar- PCA) . As placas foram incubadas a
35°C por 48 h.

Contagem total de bolores e leveduras : foi empregado o &gar batata
glicose com adig¢&o de antibistico (cloranfenicol). O meio foi esterilizado, e vertido
em placas de petri para posterior inoculagdo por superficie. As placas (em
duplicata para cada diluigio) foram incubadas 3 23°C por3as dias, quando se
procedeu a contagem das colénias.

Contagem de microrganismos psicrotréficos totais: foi empregado o
agar para contagem padrio (Plate Count Agar- PCA); o meio foi esterilizado, e
vertido em placas de petri para posterior inoculagdo por superficie. As placas (em
duplicata para cada diluicdo) foram incubadas a 7°C por 10 dias, quando se
procedeu & contagem das col6nias

34. EFEITO DA DOSE DE RADIAGAO GAMA NAS PROPRIEDADES
FUNCIONAIS E SENSORIAIS DE GEMA LiQUIDA E MAIONESE

3.4.1. Obtengdo da gema liquida

As amostras de gema pasteurizada foram coletadas na industria apés
pasteurizacdo em trés momentos distintos, obtendo-se assim uma triplicata
representativa do processo de pasteurizagio comercial.

Desse mesmo lote de fabricagdo, foi coletada amostra de gema liquida
peneirada, homogeneizada e resfriada, porém n&o pasteurizada (para serem
tratadas com irradiagéo).

As amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno, fechados,
colocados em caixa de isopor com gelo moido e transportadas para o laboratdrio
da FEA-UNICAMP.

3.4.2. Preparagdo do experimento

No laboratério, a amostra de gema nao pasteurizada foi dividida em 3 Iotes,
cada lote dividido em quatro porcbes, cada porgdo destinada a uma dose de
radiac@o estabelecida previamente para o trabalho de 0;2,5; 3,5 e 4,5 kGy.
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No esquema representado na FIGURA 5 pode ser visualizada a forma de

preparagao do experimento.

C GEMA LiQU’IDA)

L |

FPASTEURIZADA J FNAO PASTEURIZADA ]

[ Lote1 | [Lote2 | [ Lote3 | [(Lote1 | [ Lote2 | @3

Ir. Zero Ir. Zero Ir. Zero
Ir.2,5kGy Ir.2,5kGy Ir.2, 5kGy
Ir.3,5kGy Ir.3,5kGy Ir.3,5kGy
Ir.4,5kGy Ir.4,5kGy Ir.4,5kGy

FIGURA 5. Fluxograma de preparagdo do experimento.

3.4.3. Irradiacao

As unidades experimentais (sacos de polietieno com 150 g de gema
liquida) representativas de cada dose, de cada lote, foram irradiadas
separadamente, perfazendo um total de 9 irradiagdes distintas. Este procedimento
foi adotado com a finalidade de obter trés repeticbes genuinas do processo de
iradiacao.

As unidades experimentais devidamente identificadas  foram
acondicionadas em caixa de isopor com gelo moido e transportadas até o local da

irradiagéo.

As amostras da gema pasteurizada termicamente foram mantidas juntas
para que sofressem as mesmas condi¢des de transporte (agitagdo) e temperatura
das gemas irradiadas.



3.4.4. Analises fisico-quimicas

As gemas liquidas irradiadas com doses de 0,25 35e45kGye gema
pasteurizada termicamente foram analisadas quanto a :

PH: Medida direta em potenciémetro previamente calibrado;

Proteinas: segundo método microKjeldhal 24027 da AOAC (1984)
utilizando o fator 6,25;

Cinza: segundo o método da AOAC (1 984);
Gordura: pelo método BLIGH & DYER ( 1959);

Umidade: utilizou-se areia tratada e calcinada com secagem em estufa a
105°C por24 h e

Cor: cor da gema foi determinada por meio de equipamento, Color Quest
Il da Hunter Lab. Foi empregado o sistema CIELAB L*, a*, b*, com
iluminante D65, angulo do observador 10°. A gema foi colocada em cubeta
de 10 mm de espessura por 50 mm. A leitura foi feita em RSIN, sem
considerar o brilho.

3.4.5. Propriedades funcionais

Capacidade de emulsificagdo (CE): Foi determinada de acordo com o
método descrito por LI-CHAN et al. (1984). Foi preparada solugdo de gema de
forma a conter 1% de proteina. A solugdo foi dispersa por meio de agitador
magneético durante 2 min. Uma aliquota de 15 mL dessa solucdo foi colocada num
frasco imerso em banho de gelo. Iniciou-se a agitacdo a 4900 rpm com continua
adicao de dleo de milho (10mL/min) por meio de bureta, até a quebra da emulséo
indicada pela inversédo das fases. Para uma identificagdo precisa do momento da
inverséo das fases e imediato corte do 6leo, foi acoplado um multimetro com um
dos sensores preso & base da haste do agitador e outro dentro da emulsso. No
momento da quebra da emulsZo ocorreu um subito aumento do valor da
resisténcia, tendendo a infinito. Nesse momento o volume de 6leo foi anotado e a
capacidade de emulsificagdo foi calculada pela quantidade de éleo adicionada em
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mL até atingir o ponto de quebra, por grama de proteina.

Estabilidade da emulsdo (EE): seguiu-se a metodologia descrita por
ACTON & SAFLE (1970) com modificagio da temperatura e do tempo de repouso.
Em béquer de vidro de 140 mL foram preparadas emulsGes com 50 mL de
dispersdo de gema de forma a conter 1% de proteina e 50 mL de 6leo de milho,
homogeneizadas a 13500 rpm por 2 min com homogeneizador Janke & Kunkel
IKA-WERK, modelo T25 Basic com haste dispersora SN18G.

Duas aliquotas de 5 mL foram retiradas para determinagao de umidade.
Aliquotas de 10 mL foram retiradas e transferidas para tubos de 17x120 mm e
mantidas em repouso por 24 h a temperatura de 25°C. Apos esse periodo foi
introduzida uma pipeta até o fundo do tubo e retirou-se um volume de 5 mL para
determinagéo de umidade. A estabilidade da emulsdo (EE) foi calculada pela
Equacgéo 5:

24h
ep_100-U" (Equagéo 5)
100 - Uiniciai

Onde:
y2h= porcentagem da umidade da emuls&o apos 24 h de repouso

Uinicias = porcentagem da umidade da emulsao imediatamente apos preparo

indice de atividade emulsificante: determinado segundo método descrito
por PEARCE & KINSELLA (1978). A emuls&o foi preparada com 45mL de solugao
de gema, de forma a conter 2% de proteina, e 15 mL de 6leo de milho, agitada a
13500 rpm por 1:30 mim em homogeneizador Janke & Kunkel IKA-werk, modelo
T25 basic com haste dispersora SN18G. Um aliquota (0,5mL) dessa emulséo foi
primeiramente diluida em 25g de uma solug&o de 0,1% de sodio dodecil sulfato
(SDS). Dessa primeira diluicdo, uma nova aliquota de 0,5 mL foi novamente
diluida em outro tubo com 25 g de solugéo 0,1% SDS estabelecendo-se uma
diluicdo final de 1/2500. A absorbancia da solugcdo final foi lida em
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espectrofotémetro a 500 nm e o indice de atividade emulsificante foi calculado por
meio da seguinte equagio:

__2TD
$.C.10000

(Equacéo 6)

onde:
T (turbidez) = (2,303 . A) /1

D = fator de diluicdo
I = disténcia percorrida pela luz na cubeta (1 cm)

¢ = frag&o volumétrica do 6leo (0,25)

C = concentragéo da proteina na solugado de gema
10000 = fator de corregéo para metros quadrados

Solubilidade Protéica (SP) em PH 7,0: para determinacdo do indice de
solubilidade, seguiu-se o método descrito por MORR et al. (1985). Uma solugdo
de aproximadamente 1% de proteina foi preparada a partir de 3 g de gema diluida
em NaCl 0,1M. O pH foi ajustado 7,0 (com NaOH 0,1N), a dispersao foi mantida
sob agitagéo por 60 mim. Durante o periodo de dispersé@o o pH foi monitorado. A
dispersao foi entéo transferida para baldo volumétrico de 50 mL e completado o
volume com NaCl 0,1M. Em seguida a solugéo foi centrifugada por 30 min a
20000xG a 4°C. O sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro Whatman
n.1. O teor de proteina do sobrenadante foi analisado por microKjeldahl e o indice
de solubilidade protéica em pH 7,0 foi calculado pela Equacéo 7:

SP(%) = concentracao de proteina sobrendante (mg/mi) x 50 x 100
()= contetido de proteina da amostra

100

Peso amostra (mg) x

{Equacgao 7)
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3.4.6. Andlise estatistica

Os dados observados nas andlises de cor, solubilidade protéica,
estabilidade de emulsdo, capacidade de emuisificagdo e indice de atividade
emulsificante foram analisados por meio de anélise de variancia, que verificou a
diferenca entre tratamentos . Para avaliar as diferencas entre as médias dos
tratamentos foi aplicado o teste de Student-Newman-Keuls? (SNK) em nivel de 5%
de significancia.

Viscosidade: as medidas reolégicas das amostras foram realizadas em
escoamento em estado estacionario através de um redmetro Brookfield modelo
DV Il da Brookfield Engineering labs. Inc., isto €, um redmetro rotacional de
cilindros concéntricos, que mede o torque necessario para rotacionar uma haste
metélica cilindrica ("spindle"), a qual se encontra imersa no fluido. A haste
cilindrica é acionada por um motor sincrono através de uma mola calibrada que
imprime uma taxa de cisalhamento especifica. A resisténcia ao fluxo, viscosidade,
é indicada pela deflexdo da mola que é proporcional & velocidade de rotagéo da
haste cilindrica, tamanho e forma geométrica.

Para andlise da gema foi utilizada a haste ( "spindie") SC4-18 do Sistema
LVT com o adaptador de amostra correspondente (small sample adapter).

A temperatura foi controlada durante as medidas por um banho
termostatizado e mantida a 25°C. Empregou-se taxas de deformagéo de 20 a 230
s” em duas varreduras. A primeira delas com taxa de deformagéo decrescente e a
segunda crescente.

Os experimentos foram realizados em duplicata, para cada um dos trés
lotes de cada tratamento, sendo utilizada nova amostra (8g) para cada repeticao.

2 Esse teste leva em consideragio o nimero de tratamentos no experimento. E um teste de
amplitudes mdltiplas que julga a significincia de um conjunto de diferengas, permite decisdes para
as quais diferengas sdo significantes e para as quais ndo s&o; &€ um procedimento que testa
amplitudes e a taxa do erro experimental é aplicada em cada estagio para testar a diferenga entre
o mesmo namero de médias de tratamentos. O teste de Tukey pode nao controlar o erro do tipo |,
ou seja, apresentar falsamente diferengas significativas que ndo verdadeiramente ocorra por
apresentar apenas uma amplitude minima significativa, para 0 mesmo numero de tratamentos
(STEEL & TORRIE, 1960)
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Para o processamento dos dados, ou ajuste do modelo, foi utilizado o SAS,
e os graficos construidos através do programa Excel. Para o ajuste das curvas
referentes ao comportamento reoldgico das gemas foi utilizado o modelo de
Ostwald-De-Walle, e os parametros K e n foram estimados pelo método da
secante ou DUD (RASTON & JENNRICH, 1978) para minimizagéo n3o linear da
soma de quadrados do erro, com a utilizagdo do PROC NLIN (SAS, 1986). A
adequacdo do modelo foi baseada na andlise de residuos (diferenca entre

viscosidade aparente (1),) observada e estimada, em cada taxa de deformac3o)
(DRAPER, 1980).

Modelo de Ostwald-De-Walle
T=Ky (Equagio 8)

3.4.7. DSC

Os ensaios calorimétricos foram realizados em um calorimetro diferencial
de varredura Thermal Analyst 4000 da TA Instruments modelo DSC 2910-
Differencial Scanning Calorimeter, computadorizado, pertencente ao Laboratério
de Analise Térmica (IQ/UNICAMP). As andlises calorimétricas foram efetuadas
nas seguintes condigcdes: gema liquida foram seladas hermeticamente em capsula
(panela de aluminio), e esta estabilizada a temperatura de 20° C quando se dava
inicio & varredura a uma taxa de 5° C/min, até uma temperatura de 120°C. Como
referéncia foi empregada uma cépsula vazia. O aparelho foi calibrado com indio e
a partir dos dados foram construidos termogramas para cada tratamento utilizando
o software ORIGIN verséo 4.1

3.4.8. Anélise Sensorial de gema liquida

Foi empregado Teste de Diferenca do Controle para avaliagdo dos atributos
cor e odor de gemas irradiadas com dose de 2,5: 3,5, 4,5 kGy e pasteurizada
termicamente (PT) (MEILGAARD et al. 1991).
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Para avaliar as amostras foi adotado o modelo de blocos completos
casualisados (COCHRAN & COX, 1993). Os provadores receberam em uma
bandeja, uma amostra padréo (PT) identificada com a letra P e outras 4 amostras
codificadas (3 referentes aos tratamentos de gemas irradiadas e uma igual ao
padrdo (PT)). Avaliaram o grau de diferenga entre cada amostra codificada e ©
padrdo, usando uma escala estruturada de 9 pontos. O mesmo procedimento foi
conduzido para o atributo cor, apresentando um outro conjunto de amostras
idéntico ao do odor, porém com cddigos diferentes.

O modelo das fichas utilizadas para o teste pode ser visto na FIGURA 6.

Os resultados foram tabelados e analisados estatisticamente por meio de
andlise de variancia, seguida do teste de Dunnett para avaliar diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos e a do controle (p=95%)
(O'MAHONY, 1986; AMERINE & ROESSLER, 1976). O programa utilizado para
analise dos dados foi 0 SAS.
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Nome: Data:

Vocé esta ref:ebendo uma amostra padrao (P) e 4 amostras codificadas. Cheire a
amostra padrdo e em seguida cheire cada uma das amostras codificadas e avalie, na
escala abaixo, 0 quanto cada amostra codificada difere em termos de odor da amostra
padrao.

0 nenhum odor estranho amostra nota
1

2
3
4
5
6
7
8

excessivo odor estranho

Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra padrao (P) e 4 amostras codificadas. Observe a
amostra padrdo e em seguida observe cada uma das amostras codificadas e avalie, na
escala abaixo, o quanto cada amostra codificada difere em termos de cor da amostra

padrao.

0 nenhuma diferenga amostra nota
1

2
3
4
5
6
T
8

extremamente diferente

FIGURA 6. Modelo de ficha empregada para avaliar odor e cor de gema liquida
Irradiada e pasteurizada.

3.4.9. Avaliagdo de maionese preparada com gema de ovo irradiada (IR) e
pasteurizada termicamente (PT)

A partir de gema irradiada com dose de 2,5; 35 e 45 kGy e gema
pasteurizada termicamente, foram preparadas maioneses em planta piloto da
Refinagdes de Milho Brasil, utilizando tanque de inox com batedor de hélice para
mistura dos ingredientes e formacdo da emulsdo. Em seguida as emulsdes foram

conduzidas para uma etapa de refinagcdo, através de uma Unica passagem por
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moinho coloidal, envasada em vidros de 500 g e armazenada a temperatura
ambiente.

As maioneses foram preparadas de acordo com a formulagéo descrita na
TABELA 5.
TABELA 5. Formulacdo de maionese

Ingrediente %
Gema 3,5
Clara 3,5
Sal 20
Acucar 1,5
Vinagre (8% ac. Acético) 3,5
Oleo 75

Suco de limao (concentrado 350 GPL) 0,05
EDTA 0,01
Agua 10,94

As seguintes determinagdes foram conduzidas com a finalidade de avaliar
os possiveis efeitos da radiagdo em comparacdo com a gema pasteurizada
termicamente:

- Consisténcia: determinada por meio de texturébmetro TA-XT2, medindo-se
a forgca de compressao.

CondigBes da andlise: Calibragdo do probe 50 mm, Pre test speed = 1,0 mm/s,
Test speed =1,0 mm/s, Post test speed = 10 m/s, distance = 12,0 mm; Type =
auto, Force = 10. Sete repeticdes de cada tratamento foram efetuadas em
copinhos de plastico rigido, com altura e diametro de 50 mm, cheios com
maionese até a superficie. Temperatura de anélise 7°C . A andlise de variancia foi
feita a partir das 7 medidas efetuadas para cada tratamento, seguida de teste SNK
para verificar diferenca entre as médias.
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- Estabilidade: duas metodologias foram empregadas para avaliagdo da

estabilidade das maioneses preparadas com gemas irradiadas e pasteurizadas
termicamente:

a) determinada por meio de Freezing Test: para cada tratamento de gema,
8 vidros de maionese foram armazenados em estufa de B.O.D. a 8°C negativos.
As maioneses foram examinadas quanto & separago de 6leo, em intervalos de
24, 48 e 72 h (manual de analises da Refinagdes de Milho Brasil).

b) de acordo com LIEU et al. (1978), 12 g de maionese foram colocadas em
tubos de centrifuga e estocados a 4, 25 e 42°C por 5 dias, em seguida foram
centrifugados a 3300G por 20 min a 20°C, foi observada a separagéo de dleo e
agua.

- Avaliagdo sensorial: utilizou-se método de diferenga do controle. Avaliou-se
0 grau de diferenca entre cada amostra codificada e o padrdo, usando uma
escala estruturada de 9 pontos. Considerou-se os atributos: cor, odor e sabor.
Foram solicitados comentarios sobre as amostras. A ficha modelo utilizada nas
analises pode ser vista na FIGURA 7.

Os testes foram aplicados a 50 consumidores de maionese em dois
periodos de avaliagado, 5 e 95 dias apds processamento, no Laboratério de Analise
Sensorial do CTC - Centro de Tecnologia de Carnes do ITAL.

Os atributos foram avaliados sob Iluz fluorescente, em cabinas
individualizadas e computadorizadas, utilizando o programa para anélise sensorial
Compusense versao 4.2 .

Preparo e apresentacdo das amostras:

e O atributo cor, foi avaliado em uma sessdo independente com os mesmos
consumidores de cada periodo. As amostras foram apresentadas em frascos
de vidro transparente cheios (530 mL), estando o produto & temperatura
ambiente, tampados com tampas plasticas recoberta com papel aluminio.
Cada frasco foi etiquetado com cédigo de numeragéo diferente e de 3 digitos.

» Para os demais atributos, as amostras foram mantidas em geladeira (8°C) por
24 horas, e entdo servidas em copos plasticos de 50 mL descartaveis,
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tampados com papel aluminio, na quantidade de 14g e mantidas em média a
16 °C.

LABORATORIO DE ANALISE SENSORIAL- CTC - ITAL

AVALIAGCAO DA COR DE MAIONESE

DATA IDADE NOME FICHA N°__

Vocé esta recebendo uma amostra padrdo de maionese e outras quatro amostras de
maionese codificadas. Observe a cor da amostra padrao e em seguida observe a cor
das amostras codificadas e avalie pela escala abaixo ¢ quanto cada amostra
codificada difere em relacdo a cor da amostra padrao.

0= nenhuma diferenga

~N O G W N

8= extremamente diferente

Amostra Grau de diferenga

1]

FIGURA 7. Modelo de ficha utilizado na avaliagdo sensorial de maionese
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Uma amostra controle contendo a formulacdo padrdo e outras quatro
amostras, contendo a formulagdo padrdo e as demais formulagdes irradiadas
foram servidas a cada consumidor, de forma balanceada, evitando-se o efeito
‘carry-over’ (MEILLGARD et al., 1987).

As amostras também foram codificadas com numeros de 3 digitos. Foram
entregues a cada consumidor facas plasticas descartaveis e 1 e 1/2 fatia de péo
de forma sem casca, cortado em quadrados iguais e agua a temperatura
ambiente, para a avaliago de sabor.

Foi informado aos consumidores que produtos conservados por pasteurizacgéo
térmica e por radiagdo gama estavam em teste.

Os consumidores foram instruidos:
e quanto ao método de comparagdo multipla;

e a avaliar primeiro o odor, e depois o sabor utilizando o p&o e tomando agua

entre as amostras.

e As respostas obtidas foram normalizadas e analisadas por analise de
variancia e a comparagéo das médias da formulagéo padrio (controle) com as
demais foi feita pelo teste de Dunnett (O’MAHONY, 1986).

3.5. EFEITO DA RADIAGAO GAMA ASSOCIADO AO EMPREGO DE
ANTIOXIDANTE, NA ESTABILIDADE OXIDATIVA DA FRAGAO LIPIDICA
DE GEMA LiQUIDA

3.5.1. Delineamento estatistico

Para este estudo foi proposto um desenho experimental que se baseia em
um fatorial 2x3x2 (COCHRAN & COX, 1993), cujos fatores foram:

- radiacdo: dosesde 3,5 e 4,5kGy.

- Antioxidante: Os antioxidantes estudados foram : Terc-Butilhidroquinona
(TBHQ) (padréo SIGMA) na concentragio de 200 ug/g e COVI-OX-70

da Henkel (antioxidante comercial composto de mistura de 70% de
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tocoferéis com predominancia de y-tocoferol),na concentragédo de 300

ng/g.

- Tempo: Os tratamentos foram avaliados em dois tempos diferentes,
logo apés a irradiagé@o (t1) e 20 dias apds a irradiagao (t20). Nesses
tempos foi avaliado também a gema sem tratamento (GST), isto &, sem

adicédo de antioxidante e sem aplicag@o de radiagao.

Portanto, combinando os niveis dos fatores obteve-se um total de 12
tratamentos, os quais foram feitos em duas repeticdes (E1 e E2), perfazendo um
total de 24 experimentos, e mais 4 amostras com as gemas sem tratamento (Ele
E2 nos tempos t1 e t20). As unidades experimentais foram preparadas em
saquinhos de polietileno com 150 g de gema liquida.

O desenho experimental pode ser visto na TABELA 6.

As unidades experimentais foram atribuidas aleatoriamente para os tempos
t1 e t20.

TABELA 6. Descri¢o dos tratamentos do fatorial 3X2X3

Antioxidante Dose de radiagao Tempo
(kGy) (dias)
Zero 3,5 1
Tocoferois 300 pg/g 3,5 1
TBHQ 200 pg/g 3,5 1
Zero 45 1
Tocoferois 300 ug/g 45 1
TBHQ 200 pg/g 45 1
Zero 3,5 20
Tocoferdis 300 pug/g 3.5 20
TBHQ 200 ng/g 3,5 20
Zero 45 20
Tocoferdis 300 pg/g 4.5 20
TBHQ 200 ug/g 45 20
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3.5.2. Preparagao da gema

A gema utilizada para este estudo foi obtida a partir de ovos identificados
como tipo “saude” fornecidos pela granja ITO.

Os ovos receberam uma higienizag&o prévia na granja, e no laboratério
permaneceram imersos em &lcool 70% durante 15 mim. Em seguida foram
retirados e expostos & secagem natural dentro de capela de fluxo laminar
(ambiente asséptico). Neste mesmo ambiente foi feita a quebra dos ovos e a
separagao da gema.

Utilizando materiais previamente esterilizados, as gemas foram
homogeneizadas e passadas através de peneira para retirada da membrana
vitelina e chalaca. Essa forma de preparagdo da gema, prevenindo contaminagéo
da casca, ambiente e maos, foi necessaria para que a gema sem nenhum
tratamento pudesse ser conservada a 4,5°C durante o periodo de armazenamento
previsto. Foi necessério garantir boas condicées microbiolégicas da gema, devido
a andlise sensorial com tempo de 20 dias, de outra forma a gema entraria em
processo deteriorativo com formag&o de odores putridos em poucos dias.

3.5.3. Preparo das gemas com o antioxidante

A gema obtida foi dividida em 3 porgdes, uma para adigdo de TBHQ, outra
de tocoferol e a terceira sem nenhum antioxidante.

Os antioxidantes foram adicionados na gema, baseando-se no contelido de
gordura. Eles foram diluidos em propilenoglicol, em concentracdo tal que
permitisse a adicdo de 0,5 mL dessa solucéo para cada 200 g de gema. A
composi¢do em tocoferdis foi determinada no COVI-OX70 para calculo da
quantidade de antioxidante necesséria para a concentragcao de tocoferéis
desejada. O antioxidante foi disperso na gema por meio de um agitador
FISATOM a uma rotagéo de 600rpm por 10 min.

As amostras foram colocadas em sacos de polietileno, (150g) devidamente
identificadas e acondicionadas em caixa de isopor com gelo para transporte até o

local da irradiagao.
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3.5.4. Analises fisico-quimicas

Lipideos totais: A extracdo e determinac&o de lipideos totais da gema foi
conduzida pelo método de Bligh & Dyer (1959).

Cor: cor da gema foi determinada por meio de equipamento, Color Quest ]
da Hunter Lab. Foi empregado o sistema CIELAB L*, a* b*, com iluminanteD6&5,

angulo do observador 10° . A gema foi colocada em cubeta de 10 mm de
espessura por 50 mm. A leitura foi feita em RSIN , sem considerar o brilho.

Composigao em Acidos Graxos: Por meio de cromatografia gasosa fez-
se a determinacdo de acidos graxos determinando a porcentagem relativa dos
4cidos graxos polinsaturados. A andlise foi feita por cromatografia gasosa
segundo método Ce 1c-89 da AOCS (1996).

Preparagdo da amostra para injecdo no cromatégrafo na forma de
ésteres metilicos de acidos graxos (ABRIL, 1999).

Adicionou-se 2 mL de metanol acidificado com &cido sulfurico 4%. Em 45
mg de gema liofilizada em tubo com rosca. Agitou-se em vortex até obter mistura
homogénea. Os tubos foram fechados com atmosfera de nitrogénio,
imediatamente agitados por mais 15s no vortex. Os tubos fechados foram
colocados em bloco de aquecimento (110°C), onde permaneceram por 1 hora,
agitando-se a cada 20 min. Ap6s esse tempo os tubos foram removidos do bloco e
resfriados a temperatura ambiente. Adicionou-se 1mL de agua destilada € em
seguida 1mL de hexano, agitou-se o tubo no vortex por 20s e em seguida foram
centrifugados. A camada superior do tubo de centrifuga foi recolhida para analise
no cromatografo.

Condi¢des de analise:
e Coluna capilar silica fundida SP-2340 60 m x 0,25 mm de diametro interno
(supelco # 2-4023);
e Temperatura da coluna 192° C 20 min,; 192°C a 210 °C ( 1°C/min); 210 °C por
22 min;
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¢ Detetor de lonizag&o de Chama com temperatura de 245 5 o5
» Temperatura do injetor; 245°C;
e Gas de arraste (He) 1,2 I/min , split 1:25.

A identificagdo dos 4cidos graxos foi feita comparando-se os tempos de
retenc@o dos componentes da amostra com os de padrbes de ésteres de Acidos
graxos (GLC-87 da NU Check-Prep Inc.). A quantificagdo de cada componente foi
obtida pela édrea do pico e dada como porcentagem da area total (somatéria da
area de cada pico).

A porcentagem de &cido graxo foi observada em duas repetigdes para cada
tratamento.

Valor de TBA - substancias reativas ao 4cido tiobarbitdirico. A determinacdo
de TBA foi realizada de acordo com TARLADGIS et al. (1960), através das
seguintes etapas:

Em equipamento apropriado, foi conduzida a destilagdo da amostra em
baldo de fundo chato com 10g de gema, 96.5mL de agua destilada, 2,5mL de
acido cloridrico 4N, 1mL de BHA (antioxidante), 2-4 gotas de antiespumante e
pérolas de vidro para evitar turbuléncias durante a destilacdo.

Foram recolhidos 50mL de destilado em proveta e transferidos para tubo.
Do destilado homogeneizado foram transferidos 3mL para tubo com rosca
adicionando-se 3mL de &cido tiobarbitdrico 0,02 M em &cido acético. O contetido
foi misturado e o tubo imergido em banho de agua em ebulicdo por 35 min.

Foi preparado um branco com 3 mL de 4gua e 3 mL de TBA e tratado como
as amostras.

Apds aquecimento e resfriamento a absorbancia das amostras foi lida
contra um branco a 532 nm. Utilizou-se espectrofotémetro Beckman modelo Du 70
€ cubetas de 1 cm de passo 6tico.

Para a elaboragdo da curva padrdo utilizou-se o 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(TEP) (na matriz gema), cuja hidrélise acida gera malonaldeido na propor¢éo de 1
mol : 1 mol . Os resultados s&o expressos em termos de valor de TBA (mg de
malonaldeido/1000g de amostra).

A partir da equagdo da curva padrdo encontra-se a quantidade de
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malonaldeido, e através da seguinte relagdo o valor de TBA:

TBA foi determinado em triplicatas para cada tratamento.

g de malonaldeido/ml x 50 x 1000
Peso da amostra

TBA =mg de mal/1000g de gema = (Equacéao 9)

Extingao especifica em 232 nm : Com a oxidag&o, os acidos linoléico e
linolénico mudam as posicdes das duplas ligagdes e formam dienos conjugados
com absorcdo no UV (232 nm) e dicetonas, trienos conjugados com absorg&o no
UV (268, 278nm). O método utilizado foi Ch5-91 indicado pela AOCS (1996).

A gordura foi extraida da gema pelo método de Bligh & Dyer, diluida em
ciclohexano e feita leitura em espectrofotdmetro Beckman modelo DU70, em
cubetas de 1 cm de caminho 6tico. A diluigio foi feita de forma a se obter
resultados de absorbancia dentro da faixa de 0,1 a 0,8. O espectrofotometro foi

calibrado com ciclohexano. A extingdo especifica é dada pela seguinte relagao:

Extingdo especificaa232nm = E,,, = Cf\le (Equagéo 10)

Onde:

A, é a absorbancia medida no comprimento de onda A

C é a concentracdo da solugéo de gordura e hexano, em g/100 mL
| é a distancia percorrida pela luz na cubeta (cm)

3.5.5. Analise estatistica

Os efeitos de tratamentos foram analisados através do delineamento fatorial
(niveis de antioxidantes x niveis de irradiagdes) no tempo 1 e 20 dias de
processamento, por meio de andlise de variancia. Os niveis de radiagao foram:
sem radiagao, 3,5 e 4,5 kGy, e os niveis de antioxidante foram: sem antioxidante,
com TBHQ (TB), com tocoferol (TC). Salienta-se que o tratamento natural, ou
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gema sem tratamento (GST) é o cruzamento do niveis sem radiacdo e sem
antioxidante. Encontrando-se efeito entre os tratamentos, entdo aplica-se o teste
SNK para verificar diferencas entre as médias dos tratamentos.

3.5.6. Andlise Sensorial de Odor e Cor

Selec@o e treinamento dos provadores

A metodologia empregada para a selegio de provadores esta baseada em

DAMASIO & COSTELL (1991).

Inicialmente foi realizada uma reunido com os candidatos, com a finalidade
de esclarecer o tipo de analise que seria conduzido, bem como os atributos a
serem avaliados.

O produto a ser analisado foi apresentado aos provadores com amostras
representativas dos extremos dos tratamentos e intermediérias. Inicialmente os
provadores foram questionados sobre o odor, se podiam identificar presenca de
odores estranhos, isto €, odores ndo caracteristicos de gema e se esse odor
poderia ser reconhecido como odor de rango. A partir dessa definicdo foram
preparadas as fichas para avaliagdo sensorial das amostras quanto ao atributo
odor .

Foram realizadas avaliagbes de quatro amostras com trés repeticbes por
provador. As amostras utilizadas para esses testes eram representativas dos
tratamentos: radiag&o zero (gema natural), com doses de 3,5; 4,5 e 10,0 kGy .

A técnica sensorial empregada para essas avaliagbes foi o teste de
diferenca do controle, utilizando uma escala estruturada de 9 pontos, com os
extremos definidos como nenhum odor estranho e excessivo odor estranho, para o
atributo odor, e igual ao padréo e muito mais claro que o padrao, para o atributo
cor, apresentando a gema natural (radiagdo zero e sem antioxidante) como
padrio.

O modelo das fichas empregadas pode ser visto na FIGURA 8.
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A partir do resultado das 3 repeticées foram feitas as andlises de variancia
de 2 fatores (amostras e repeticdo), para cada atributo e cada provador.

Para avaliar o poder discriminativo aceitou-se aqueles provadores que
apresentaram os maiores valores significativos de F amostra a p < 0,05 e para o
poder de repeticdo aqueles que apresentaram um valor de F repeticdo néo
significativo (p < 0,05).

Um dltimo critério na selegdo dos provadores foi utilizado, ou seja, a
concordancia entre os provadores e a ordem das medias das amostras. Para isso
foi preparada uma representagdo grafica das médias de cada amostra por
provador. Aqueles que apresentaram comportamento discrepante do grupo nao
foram selecionados.

Por meio do teste de diferenca do controle foram avaliadas as amostras
referentes aos tratamentos descritos na TABELA 6, quanto aos atributos cor e
odor. Os tratamentos foram analisados em dois periodos de tempo; logo apés a
iradiagédo (t1), e 20 dias apés a irradiagdo (t). Foram analisadas replicatas do
experimento.

Teste realizado

Para avaliar as amostras foi adotado o modelo de blocos completos
(COCHRAN & COX, 1993). Os provadores recebiam em uma bandeja, uma
amostra padréo identificada com a letra P e outras 7 amostras codificadas (6
referentes aos tratamentos e uma igual ao padrdo) e comparando-as com O
padrdo avaliaram o grau de diferenca entre cada amostra codificada e o padréo,
usando uma escala estruturada de 9 pontos. O mesmo procedimento foi
conduzido para o atributo cor, apresentando um outro conjunto de amostras
idéntico ao do odor, porém com cédigos diferentes.

O modelo das fichas utilizadas para o teste, pode ser visto na FIGURA 9.

Os resultados foram tabelados e analisados estatisticamente por meio de
andlise de variancia seguido do teste de Dunnett para avaliar diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos e a do controle (p=95%). O
programa utilizado para analise dos dados foi o SAS.
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Nome: Data:
Vocé esté recebendo uma amostra padréo (P) e 4 amostras codificadas. Cheire
a amostra padrao e em seguida cheire cada uma das amostras codificadas e

avalie, na escala abaixo, o quanto cada amostra codificada difere em termos de
odor da amostra padrao.

0 nenhum odor estranho amostra nota

1
2
3
4
5
6
7
8

excessivo odor estranho

Nome: Data:
Vocé esta recebendo uma amostra padrdo (p) e 4 amostras codificada. Observe

a amostra padréao e em seguida observe cada uma das amostras codificadas e

avalie, na escala abaixo, o quanto cada amostra codificada difere em termos de
cor da amostra padrao.

0 igual ao padrao amostra nota

2
3
4
5
6
7
8

muito mais claro que o padréo

FIGURA 8. Modelo de ficha empregada para treinamento e selecdo de
provadores para odor e cor de gema irradiada com e sem antioxidante.
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Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra padréo (P) e 7 amostras codificadas. Cheire a

amostra padréo e em seguida cheire cada uma das amostras codificadas e avalie,
na escala abaixo, 0 quanto cada amostra codificada difere em termos de odor da
amostra padréo.

0 nenhum odor estranho amostra nota
1
2
3
4
5
6
7
8

excessivo odor estranho

Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra padrao (p) e 7 amostras codificada. Observe a

amostra padréo e em seguida observe cada uma das amostras codificadas e
avalie, na escala abaixo, o quanto cada amostra codificada difere em termos de cor
da amostra padrao.

0 igual ao padrao amostra nota
1
2
3
4
5
6
7
8

muito mais claro que o padréo

FIGURA 9. Modelo de ficha empregada para avaliagdo sensorial de odor e cor de
gema irradiada com e sem antioxidante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO DA DOSE MINIMA DE RADIAGAO GAMA PARA DESTRUICAO
DE Salmonelia Enteritidis e Staphylococcus aureus

A definicdo da dose minima empregada no presente estudo, foi baseada
em dados da literatura. NARVAIZ e colaboradores (1992) encontraram que 2,0
kGy foi uma dose suficiente para destruir Salimonelia e reduzir a carga microbiana
em ovos em pd. SERRANO et al. (1997) concluiram que uma dose minima de 0,5
kGy foi suficiente para eliminar Saimonella Enteritidis da superficie da casca de
ovos e a dose de 1,5 kGy foi suficiente para eliminar do ovo liquido. MATIC et al.
(1990) inocularam artificialmente ovo em p6 com trés linhagens de Salmonella e
encontraram a dose de 0,8 kGy para o valor de Do , concluindo que uma dose
de 2,4 kGy seria suficiente para um fator de redugdo de Sa/monella de 10°,

Os estudos com Staphylococcus aureus e radiagdo sdo mais frequentes em
came de frango. THAYER e BOYD (1992) empregaram a radiagdo gama para
destruicéo de S. aureus em carne de frango mecanicamente desossada. Amostras
foram inoculadas com S. aureus e tratadas com radiag&o sob vacuo a 0°C, depois
mantidas a 35°C por 20 h. Células vidveis foram encontradas em amostras
iradiadas com 0,75 kGy mas nenhuma foi encontrada a 1,5 kGy, antes ou apds a
estocagem.

Com base nesses relatos, decidiu-se conduzir experimentos com dose
minima de 1,5 kGy e 2,5 kGy.

Foi feita caracterizago fisico-quimica das amostras de gema utilizadas nos
experimentos com doses de 1,5 e 2,5 kGy. Os resultados dessas analises estdo
apresentados na TABELA 7.

Os resultados obtidos para as duas amostras estdo muito proximos, o que é
coerente, pois trata-se de gemas proveniente de uma mesma empresa que,por
sua vez recebem ovos sempre das mesmas granjas, as quais mantém as galinhas
sob condigbes de tratamento muito semelhantes.
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TABELA 7. Andlises fisico-quimicas de gema liquida.

Analise/ dose de radiagao 1* 2%
pH 6,60 6,58
Umidade (%) 53.39 53,80
Proteina (%) 15.05 14.88
Gordura (%) 30.56 30.43
Cinzas (%) 0.85 0.87

* Gema sem tratamento utilizada no experimento empregando dose de 1,5 kGy
** Gema sem tratamento utilizada no experimento empregando dose de 2,5 kGy

A separagdo mecanica da gema e clara, na industria, ndo ocorre de forma
perfeita, isto €, uma porgéo da clara é arrastada junto com a gema no momento
da separagdo, por isso as gemas liquidas comerciais apresentam um valor de
umidade maior, e consequentemente, um menor conteido de sodlidos totais,
quando comparada com valores encontrados na literatura. LI-CHAN et al. (1995)

citam valores de 52% de sdlidos totais para gema de ovo.

As amostras de gema obtidas junto a industria para os experimentos com
doses de 1,5 e 2,5 kGy foram previamente analisadas para caracterizacdo da
condicdo microbiolégica. Os resultados podem ser vistos na TABELA 8.

TABELA 8. Analise microbiolégica de gema liquida sem tratamento

Analise/ dose de radiagao 1* ™
Salmonella(auséncia em 25g) Presenca Presenca
Staphylococcus aureus 0,4NMP/g Auséncia
Coliformes fecais <3 NMP/ g 0,7 NMP/ g
Contagem total de mesdfilos 4,1.10° UFC/g 6,8 x 10° UFC/g

* Gema sem tratamento utilizada no experimento empregando dose de 1,5 kGy
** Gema sem tratamento utilizada no experimento empregando dose de 2,5 kGy
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Procurando situar o trabalho dentro de um nivel de contaminagao
compativel com a realidade, estabeleceu-se uma carga de inéculo na faixa de 2 a
8.102 UFC/g de gema. O nivel estabelecido para a contaminacéo das amostras foi

baseado em relatos de literatura.

Segundo SERRANO et al. (1997) a contagem de OVOS contaminados
naturalmente com Salmonella Enteritidis € muito baixa da ordem de 10? UFC/mL.
GAST & BEARD (1992) relataram que de 132 ovos postos por galinhas infectadas,
quatro apresentaram Salmonella Enteritidis ao redor de 5 UFC/mL. Em ovos
artificialmente contaminados com 6,8.10° UFC/mL de Sa/monella Enteritidis foram
detectadas contagens da ordem de 10° coldnias na casca, apos 1, 2, 3 e 7 dias.
Na gema a contagem foi de 10 colénias apds 2 dias e 10% coldnias apds 3 e 7
dias. Apesar da alta carga contaminante inicial, a Salmonella Enteritidis
permaneceu em contagens bem mais baixas no ovo. (OLIVEIRA, 2000).

O nivel de contaminagdo com Salmonella Enteritidis e Staphylococcus
aureus de gemas utilizadas para testar as doses de 1,5 e 2,5 kGy foi confirmado
por meio da contagem do indculo em placas, os resultados obtidos estéo
expressos na TABELA 9.

TABELA 9. Nivel de inoculagao com Salmonella Enteritidis e S. aureus em
amostras de gema de ovo liquida.

Microrganismo 1 2 **

Salmonelia Enteritidis 5,3 x 102 UFC/g de gema 7,5 X 102 UFCl/g de gema

Staphylococcus aureus 4,1 X 102UFC/g de gema 8,8 x 10°UFC/g de gema

* Gema sem tratamento utilizada no experimento empregando dose de 1,5 kGy
** cema sem tratamento utilizada no experimento empregando dose de 2,5 kGy

Em uma primeira etapa foi conduzido o experimento com a dose de 1,5
kGy. Apos a irradiagéo das unidades experimentais devidamente identificadas, foi
sorteado um saquinho de cada repeticdo (R1 a R9) para analise de Salmonella e
outro para andlise de Staphylococcus aureus. Foi verificada presenga (+) ou
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auseéncia (-) desses microrganismos nas amostras e 0s resultados encontram-se
expresso na TABELA 10.

TABELA 10. Controle de Salmonella Enteritidis e S, aureus em amostras de gema
previamente inoculadas e irradiadas com dose de 1,5 kGy.

Microrganismo Rl R2 R3 R4 Rs RE R7 R8 R9
Salmonella + - o & - - . + 4
S. aureus - - - - - - - - o
(-) auséncia (+) presenca

Pela TABELA 10 verifica-se uma grande incidéncia de respostas negativas
para S. aureus, sendo que das 9 amostras nenhuma acusou presenga (0/9),
indicando que a dose de 1,5 kGy seja suficiente para destruir S. Aureus em gema
de ovo liquida ao nivel de contaminacéo de 4,1 .10% UFC/g.

Por outro lado essa mesma dose ndo foi suficiente para eliminar S.
Enteritidis ao nivel de contaminacédo de 5.3.102 UFC/g, uma vez que das 9
amostras analisadas, 5 acusaram presenca de S. Enteritidis(5/9) representando
55,5% do total da amostras.

Sob as mesmas condigcbes de radiacdo, pdde-se observar que S.
Enteritidis, foi mais resistente & radiacdo do que S. aureus, exigindo doses mais
elevadas de radiagzo para sua destruicdo em gema de ovo liquida.

Resultados obtidos Por MONK et al. (1994) e CLAVERO et al. (1994),
indicam a mesma tendéncia. Os experimentos foram conduzidos com carne
bovina contendo alto e baixo teor de gorduras e a irradiagéo efetuada a 4°C na
presenca de ar. CLAVERO et al (1994) encontraram valores de Dio para
Salmonella sp. de 0.61 8-0,661 kGy e 0,621-0,624 kGy, respectivamente, enquanto
MONK et al. 1994, encontraram valores de Dyo para S. aureus de 0,442-0,448 kGy
e 0,437-0,453 kGy, respectivamente, demonstrando que S. aureus pode ser
destruido com doses menores que aquelas requeridas para Salmonella sp.
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O mesmo comportamento foi observado por THAYER et al. (1997) quando
inocularam carnes exdticas com uma mistura de Salmonella (S. dublin, S.
enteritidis, S. newport, S. senftenberg, S. typhimurium) e S. aureus (ATCC 13565,
ATCC 2593 e B124). Um minimo de 5 doses foram usadas para estabelecer
valores Dio, que para Salmonella foi de 0,53 + 0,02 kGy e 0,37 + 0,01 kGy para S.
aureus, demonstrando, que Salmonelas s&o mais resistentes a radiagéo que S.
aureus. Este resultado concorda com o do presente trabalho, apesar de terem sido
conduzidos em diferentes produtos (gema e carnes)

Dessa forma a aplicagdo de uma dose para destruir Salmonella é também

suficiente para garantir a destruicéo de S. aureus .

Uma vez que a dose de 1,5 kGy né&o foi suficiente para destruicdo de
Salmonella conduziu-se em uma segunda etapa o experimento com dose de 2,5
kGy.

As nove amostras analisadas apresentaram 100% de resultados negativos,
isto é, nenhuma presenca de Salmonella (0/9) ou S. aureus (0/9) foi detectada.

Pelos resultados obtidos, a dose de 2,5 kGy parece ser suficiente para
destruir Salmonella Enteritidis e S. aureus ao nivel de contaminagao de 7,5.10% e
8.8.10? UFC/g respectivamente, e existe uma dose minima maior que 1,5 e menor
ou igual a 2,5 kGy capaz de destruir Salmonela de um fator de 10° UFC/g

Trés argumentos sustentam esse resultado, quais sejam:

- Foram realizadas 9 repetigdes genuinas do processo de irradiagdo com

gemas artificialmente inoculadas;

- Uma amostra, retirada aleatoriamente de cada repetigdo, foi analisada
para presenca de Salmonella, e outra para presenca de S. aureus, todas

apresentaram resultados negativos (auséncia do microrganismo);

_  Para detecgdo de Salmonella todo o conteudo de gema do saquinho
(100g) foi utilizado na analise e ndo apenas 25g como sugere a

metodologia.

FARKAS (1998) em uma reviséo sobre radiacdo em alimentos, cita que a
dose minima de radiacdo suficiente para destruicdo de Salmonella e S. aureus
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encontra-se na faixa de 2 a 7 kGy, dependendo das condigbes de radiacdo e do
substrato em que foram conduzidos os experimentos.

A eficiéncia de uma determinada dose de radiagdo sobre microrganismos
depende de fatores como: ndmero de microrganismos presentes, composicao do
alimento, estado fisico do alimento, presenca ou auséncia de oxigénio, condicio
do microrganismo e a radiorresisténcia dos microrganismos presentes. Entre os
microrganismos existem diferencas entre os géneros e mesmo entre cepas de
uma mesma espécie. A faixa de radiorresisténcia microbiana & ampla, embora ndo
tanto quanto a variagdo que ocorre na termorresisténcia (FRANCO & LANDGRAF,
1996), por esses motivos a comparacao de resultados deve ser feita com muito
critério, observando rigorosamente as variaveis de cada estudo,

SERRANO et al. (1997) encontrou que uma dose de 1,5 kGy foi suficiente
para reduzir Sa/monella de ovo integral liquido de um fator de 4.log10. A gema por
apresentar composicéo diferente do ovo, (contém mais proteinas e gordura), pode
requerer dose maior de radiagopara eliminagdo de Sa/monelia.

Outros pesquisadores tém buscado encontrar a dose necessdria para
destruicdo de patdgenos, em geral séo estudos conduzidos com altos niveis de
contaminag&o com o objetivo de encontrar valores de Dy (dose necessaria para
reduc&o de 90% da populagio de microrganismos).

A dose de 2,5 kGy encontrada esta proxima daquela relatada por MATIC et
al. (1990), os quais irradiaram ovo em pé artificialmente inoculado com trés
linhagens de Salmonella, S. lilte, S. enteritidis e S. typhymurium. A resisténcia
dessas linhagens & radiaggo foi investigada. Os autores encontraram um valor de
Dio de 0,8 kGy e concluiram que uma dose de radiagéo de 2,4 kGy alcangou um
fator de reduczo de 103
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4.2. ESTIMATIVA DE VIDA UTIL DE GEMA DE OVO LiQUIDA PASTEURIZADA
TERMICAMENTE E IRRADIADA COM DIFERENTES DOSES

0 experimento foi conduzido em duas etapas, na primeira foram analisadas
as gemas pasteurizada termicamente e irradiada com 2,5 kGy (El), em uma
segunda etapa foram analisadas as gemas irradiadas com doses de 3,5 e 4,5 kGy
(EIN)

As gemas Gl e Gll utilizadas para o preparo dos experimentos El e Ell
foram analisadas quanto & mesdfilos , psicrotroficos e bolores € leveduras, para
conhecimento da carga microbiana inicial das amostras, antes da pasteurizagéo e
radiacdo. Os resultados dessas anélises encontram-se na TABELA 11.

As amostras de gema apresentaram diferenga de contagem da ordem de
1.log10, porém s&o diferencas dentro de uma faixa de variagao aceitavel para os

experimentos.

TABELA 11. Andlises microbiolégicas de gema liquida antes da radiacao.

Analises Gema | (El) Gema Il (Ell)
Mesbfilos 1,75.10* UFC/g 2,42. 10° UFC/g
Psicrotréficos 52 .10° UFC/g 1,20.10* UFC/g
Bolores e Leveduras 8,0 .10* UFC/g 1,16.10° UFC/g

Os resultados das analises fisico-quimicas para as gemas | e ll se
encontram na TABELA 12.

TABELA 12. Andlise fisico-quimica de gema liquida sem tratamento.
Andlises Gemal (El) Gemali (Ell)

pH 6,62 6.58
Umidade(%) 54,20 53.90
Proteina 14,75 15.12
Gordura 29,50 29.80

Cinzas 0,81 0.92

91



4.2.1. Descrigao do desenvolvimento de mesdfilos, psicrotréficos e bolores e
leveduras em gema liquida pasteurizada e irradiada.

O emprego da irradiagdo em produtos de ovos tem despertado muito
interesse, pois trata-se de processo eficiente do ponto de vista microbiolégico. No
entanto, a grande maioria dos estudos, enfoca os microrganismos patogénicos,
deixando & margem o estudo de vida de prateleira de produtos de ovos irradiados.
Os produtos de ovos, liquido e pasteurizado, propiciam uma vida dtil relativamente
curta, de 5 a 7 dias (dados fornecidos pelas industrias processadoras de ovos®) e
para gema liquida irradiada nao se tem essa informagao.

Nesse sentido, o desenvolvimento da carga microbiana de gemas
submetidas 3 pasteurizacio térmica e radiagdo gama (doses de 2,5; 3.5; 4,5 kGy)
durante o periodo de estocagem a 45 + 0,5 °c, foi acompanhado por andlises
microbiolégicas. Os resultados obtidos foram tabelados e se encontram no
apéndice (TABELAS A-1, A-2, A-3, A4)

O periodo de estocagem variou para os diferentes tratamentos em fungao
do crescimento dos microrganismos. A estocagem foi interrompida e os lotes
descartados quando as contagens totais atingiram valores de 10° - 107 UFC/g, ou
até um maximo de 21 dias.

As FIGURAS 10, 11, 12 e 13  jlustram o crescimento de cada
microrganismo em fungdo do tempo de armazenamento, para cada um dos
tratamentos; gema pasteurizada termicamente (PT) , gema irradiada com 2,5; 3,5
e 4,5 kGy respectivamente.

Para gema pasteurizada termicamente (FIGURA 10) o crescimento dos
microrganismos meséfilos, psicrotréficos e bolores e leveduras, foi semelhante,
desenvolvendo-se rapidamente apos a pasteurizacdo. Os psicrotréficos atingiram
contagem mais alta para um mesmo periodo de tempo do que os outros

* salto's Alimentos, Sohovos, Granjas ITO
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microrganismos, indicando que os psicrotroficos (7°C110 dias) seriam os
microrganismos limitantes da vida util da gema liquida pasteurizada.

Microrganismos
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FIGURA 10. Comparag&o entre as médias (m) do logaritmo decimal (logo) das
contagens totais de mesofilos, psicrotréficos e bolores e Leveduras em 8 lotes de
gemas liquidas pasteurizadas termicamente em diferentes tempos de
armazenamento; descricdo da variabilidade (m + desvio padrdo da média) entre
lotes.

Quanto a dependéncia de temperatura para crescimento, o0s
microrganismos foram divididos em 3 grupos, os termofilos, mesdfilos e
psicrofilos, com os psicrotréficos formando um subgrupo dos meséfilos. Os

microrganismos psicrotréficos, dentre outras caracteristicas, s&o bactérias, bolores
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e leveduras que crescem lentamente a temperaturas de refrigeracdo (abaixo de
7°C), mas crescem muito bem a temperatura acima de refrigeracéo, isto é, 25 a
30°C,com temperatura maxima de crescimento entre 30 e 35°C. Os mesdfilos
crescem bem entre 25 e 40 °C com temperatura 6tima de crescimento entre 30 e
40 °C e minima entre 5 e 25°C. Os psicrotréficos multiplicam-se bem em alimentos
refrigerados, sendo os principais agentes de deterioracdo de carnes, pescados,
ovos, frangos e outros. Dentre outros, sdo representantes dessa classe de
microrganismos o0s géneros; Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Micrococcus. Para gema liquida pasteurizada ou irradiada, esses microrganismos
sdo de importancia, pois trata-se de produto mantido sob refrigeracdo. (JAY, 1992;
FRANCO & LANDGRAF, 1996; COUSIN, 1992).

Pelas FIGURAS 11, 12 e 13 referentes ao processo de irradiagao
(diferentes doses) verifica-se que os microrganismos mesofilos (35°C/48 h)
sofreram grande efeito da radiagéo, mantendo contagens em niveis bem baixos
durante o periodo de tempo avaliado para cada dose, enquanto que os
psicrotroficos (7°C/10 dias), bolores e leveduras (23°C/3 a 5 dias) atingiram

contagens mais altas no mesmo periodo.

Observa-se um efeito da dose, principalmente na fase de laténcia, quanto
maior a dose de radiacdo, mais prolongada essa fase, e portanto maior o tempo
de vida util do produto. Uma dose mais alta pode destruir um maior numero de
células além de causar injurias mais sérias exigindo, provavelmente, um tempo

maior (fase de laténcia) para sua recuperagao.

Células microbianas submetidas a tratamentos subletais revelam uma série
de alteracbes caracteristicas do fenémeno da injuria, como um aumento da
sensibilidade, perda de componentes celulares, danos a membrana celular
aumento da fase lag, incapacidade de multiplicac&o e outros (LEITAO,1988).

Para todos os tratamentos, os microrganismos psicrotroficos (7°C/10 dias)
foram os que se multiplicaram mais rapidamente, atingindo contagens indicadoras
de deterioracdo, antes dos outros microrganismos (mesofilos e bolores e
leveduras), indicando ser, os psicrotréficos, os microrganismos criticos na

deterioracdo microbiolégica de gema liquida pasteurizada ou irradiada.
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Microrganismos
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FIGURA 11. Comparacao entre as médias (m) do logaritmo decimal (logio) das
contagens totais de mesdéfilos, psicrotroficos e bolores e leveduras em 8 lotes de
gemas liquidas irradiadas com 2,5 kGy em diferentes tempos de armazenamento;
descricao da variabilidade (m + desvio padrdo da média) entre lotes.

Pelo acompanhamento, em curtos intervalos de tempo, do desenvolvimento
de microrganismos, € possivel ajustar modelos que representem sua cinética de

crescimento e estimar a vida util desses produtos.
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Microrganismos
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FIGURA 12. Comparac&o entre as médias (m) do logaritmo decimal (logio) das
contagens totais de mesofilos, psicrotréficos e bolores e leveduras em 8 lotes de
gemas liquidas irradiadas a 3,5 kGy em diferentes tempos de armazenamento;
descri¢do da variabilidade (m + desvio padrao da média) entre lotes

Dessa forma, para que a estimativa da vida util tenha garantias estatisticas
dentro dos valores amostrais observados, modelos de crescimento de

microrganismos foram ajustados, os quais sdo apresentados na TABELA 13
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Microrganismos
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FIGURA 13. Comparagéo entre as médias (m) do logaritmo decimal (logio) das
contagens totais de mesdfilos, psicrotroficos e bolores e leveduras em 8 lotes de
gemas liquidas irradiadas com 4,5 kGy em diferentes tempos de armazenamento;
descrigéo da variabilidade (m + desvio padrao da média) entre lotes.

Nzo foram estimados modelos para os microrganismos mesofilos, em gemas
irradiadas, uma vez que seu crescimento néo teve importancia significativa diante

do crescimento dos outros microrganismos deterioradores.
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TABELA 13. Modelos de regressdo n&o-lineares selecionados para ajuste do
logaritmo decimal (logio) das contagens totais de mesdfilos, psicrotroficos e
bolores e leveduras em uma amostra de 8 lotes de gemas liquidas pasteurizadas
termicamente e irradiadas nas doses 2,5 kGy, 3,5 kGy e 4,5kGy em diferentes
tempos de armazenamento (t).

Bolores e Leveduras

TRATAMENTO MICRORGANISMOS MODELOS

Pasteurizag&o Mesdfilos Y=1,76+ 0. e PP KD =05
termica

Psicrotréficos Y=1,00+ o @ PP &Y =10
Bolores e Leveduras  Y=2,00 + ¢ @ &P kY 1=2/5
2,5 kGy Meséfilos N&o houve ajuste de modelo
Psicrotréficos Y=1,00+ o € P& Y, k=2/5
Bolores e Leveduras ~ Y=1,00+ o @ PP Y, k=2/5
3,5 kGy Mesdfilos N&o houve ajuste de modelo
Psicrotréficos Y=1,00+ a e PP Y k=1/5
Bolores e Leveduras ~ Y=1,00+ a e #* Y k=1/5
4 5kGy Meséfilos N&o houve ajuste de modelo
Psicrotréficos Y=1,00+ 0 e ?** Y k=1/5

Y=1,00+ ¢ e PP kY y=9/5

Na TABELA A-9 (Apéndice A) sdo apresentados as estimativas dos
parametros, seus erros padroes assintéticos e intervalos de confianga assintéticos,

ao nivel de probabilidade de 95% dos modelos de regressdo ajustados.

Os gréficos representados nas FIGURAS 14, 15 e 16 mostram a aplicagdo
dos modelos de crescimento dos microrganismos mesofilos, psicrotroficos e
bolores e leveduras respectivamente, para os diferentes tratamentos, e a
estimativa de vida util referente a cada microrganismo, calculado como méaximo

tempo em que LS(verdadeiro valor) = 6 (limite superior).
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Finalmente, na TABELA 14 sao apresentadas as estimativas do tempo de
prateleira da gema sob diferentes tratamentos, os limites superior (LSe) e inferior
(Lle) assintéticos da estimativa ao nivel de 95% de probabilidade.

TABELA 14. Estimativa da vida de prateleira maxima da amostra de 8 lotes de
gemas liquidas pasteurizadas termicamente e irradiadas nas doses 2,5 kGy, 3,5
kGy e 4,5 kGy, valor médio estimado (M) do logaritmo decimal (logi) das
contagens totais de mesdfilos, psicrotréficos e bolores e leveduras, limites inferior
da estimativa (Ll¢) e superior da estimativa (LS.), ao nivel de 95% de
probabilidade.

TRATAMENTO  MICRORGANISMO m:;g; a Estimativa do log4 da contagem total
de
prateleira
(em dias) M Lle LS. dm
PT Mesdfilos 49 4,99 477 521 0,22
Psicrotréficos 3,9 SAT 4,96 537 0,21

Bolores e Leveduras 5,65 5,14 4,94 5,34 0,20

Ir2,5 kGy Mesofilos >14 - - - -
Psicrotréficos iy 418 3.75 460 0,43
Bolores e Leveduras 12,4 4,40 4,04 477 0.37

Ir3,5 kGy Mesdfilos >21 - - -
Psicrotroficos 15,2 402 3,62 442 0,40
Bolores e Leveduras 15,7 3,88 3,45 4,32 0,44

Ir4,5 kGy Mesofilos >21 - - -
Psicrotroficos 17,5 3,90 3,51 4,29 0,39
Bolores e Leveduras 17,8 424 3.83 4 66 0,42

m= semi-amplitude do intervalo de confianga para o verdadeiro valor da estimativa da média do
logsg da contagem total.
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Os meséfilos (FIGURA 14) foram muito afetados pela radiacéo
apresentando crescimento reduzido quando comparado & gema pasteurizada. Os
psicrotréficos (FIGURA 15) foram os que apresentaram desenvolvimento mais
acelerado, indicando uma maior resisténcia desses microrganismos a radiagao.

Observa-se que os psicrotréficos seguidos dos bolores e leveduras
(FIGURA 16) s&o os microrganismos criticos para gema liquida irradiada, os quais
determinam a vida util desse produto.

Conforme relatos de litratura, os microrganismos apresentam
diferentes sensibilidade & irradiacdo, porém h& uma concordancia quanto ao
conceito de que as bactérias Gram-negativas, tanto as deteriorantes como as
patogénicas, s&o geralmente mais sensiveis & irradiagdo do que as células
vegetativas das bactérias Gram-positivas. (FRANCO & LANDGRAF, 1996; DIEHL,
1996; JAY, 1992).

As bactérias Gram-negativas s3o as principais contaminantes na
deterioracdo de ovos, sendo os géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Proteus,
Serratia, Scherichia, Xantomonas, Aeromonas, Hafnia e Citrobacter os mais
comumente encontrados. As bactérias Gram-positivias em ovos sdo encontradas
com menor frequéncia, e sdo geralmente representadas pelos géneros Bacillus,
Micrococcus, Arthrobacter e Streptococcus (BOARD & TRANTER, 1995).

Diferentes géneros de microrganismos podem estar presente na contagem
de psicrotroficos, que séo largamente distribuidos na natureza. S&o um grupo
numeroso de microrganismos e incluem bactérias na forma de bastonetes, cocus
e vibrios, formas esporulada e n&o esporulada, Gram-negativas e Gram-poisitivas,
aerobios, anaerébios facultativos e anaerdbios. Predominam nesse grupo as
bactérias Gram-negativas como Pseudomonas, Shewanella, Acinetobacter,
Moraxella, Flavobacterium, Alcaligenes, Alteromonas e outras. Dentre os Gram-
positivos podem ser citadas Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus, Staphyulococcus
e outros. Ja na contagem dos mesdfilos predominam entre as Gram-negativas,
bactérias das familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, diferindo portanto do
grupo psicrotrofico (COUSIN et al. 1992).

Considerando as figuras 14 e 15, a contagem de mesdfilos (35°C/48h) nao
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FIGURA 14: Estimativa da vida de prateleira da amostra de 8 lotes de gemas
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4 5kGy, valor médio estimado do logaritmo decimal (logio) das contagens totais
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para o seu verdadeiro valor, ao nivel de 95% de probabilidade.
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Figura 15: Estimativa do tempo de prateleira da amostra de 8 lotes de gemas
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para o seu verdadeiro valor, ao nivel de 95% de probabilidade.
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FIGURA 16. Estimativa do tempo de prateleira da amostra de 8 lotes de gemas
liquidas pasteurizadas termicamente e irradiadas nas doses 2,5 kGy, 3,5 kGy e
4.5 kGy, valor médio estimado do logaritmo decimal (logio) das contagens totais
de Bolores e Leveduras, limite superior para o verdadeiro valor da média e limite
superior para o seu verdadeiro valor, ao nivel de 95% de probabilidade.
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seria, portanto, uma analise representativa da condicdo microbiologica de gemas
liqguidas irradiadas. Enquanto a contagem de psicrotroficos atinge valores
proximos de 10°, os meséfilos se encontram na faixa de 10 a 100 UFC/g. Para a

gema pasteurizada o grupo limitante também é dos psicrotréficos, seguido de
perto pelos mesdfilos e bolores e leveduras.

Considerando os tempos maximos de vida de prateleira apresentados na
TABELA 14 verifica-se que o processo de irradiagdo foi mais eficiente para
conservacdo da gema liquida. Enquanto a pasteurizagdo garante vida util de 4
dias, a radiagéo a dose de 2,5 kGy duplica esse tempo, com uma estimativa de 8
dias de vida util.

Houve um aumento da vida util de gema liquida irradiada com aumento da
dose de radiag@o, embora esse aumento ndo tenha sido linearmente proporcional
a dose. Enquanto a dose de 3,5 kGy estende o tempo de vida util para 15 dias,
praticamente o dobro daquele alcang¢ado pela dose de 2,5 kGy, um aumento para
dose de 4,5 kGy agregou somente 2 dias ao tempo de vida Util atingido pela gema
irradiada com dose de 3,5 kGy.

Isso mostra que a irradiagdo com doses de 2,5 e 3,5 kGy afeta a maioria
das espécies presentes, restando um numero reduzido de microrganismos mais
resistentes a irradiagéo, cuja dose de 4,5 kGy parece nao atingi-los de forma
eficiente.

A resposta da célula microbiana a radiagéo ionizante esta relacionada a
natureza e a quantidade do dano direto produzido em seu alvo vital, ao numero,
natureza e longevidade dos radicais quimicos induzidos pela radiacédo e a
habilidade inerente a célula em alterar ou reparar o dano e influéncia dos meios
extra ou intra celular (FRANCO & LANDGRAF; 1996, DIEHL, 1996).

Quanto ao aspecto microbiologico a irradiagdo se mostrou um processo
vantajoso em relagdo a pasteurizacdo térmica para gema de ovo liquida,
atingindo, com o emprego da dose de 2,5 kGy um aumento de 100% da vida dtil.
Por outro lado, gema tratada com radiacdo gama, pode induzir mudancas fisico-
quimicas e organolépticas, sendo indicado a verificacéo dos possiveis efeitos das
doses de radiagéo sobre suas propriedades funcionais e sensoriais
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4.3. EFEITO DA DOSE DE RADIAGAO GAMA NAS PROPRIEDADES
FUNCIONAIS E SENSORIAIS DE GEMA LIQUIDA E MAIONESE

Os tratamentos avaliados neste estudo foram:

- gema pasteurizada termicamente a 64°C por 3,5 min. (PT)
- gema irradiada com 2,5 kGy (Ir2,5)

- gema irradiada com 3,5 kGy (Ir3,5)

- gema irradiada com 4,5 kGy (Ir4,5)

A gema natural, isto é, sem tratamento (GST) também foi analisada como

controle ou referéncia.

Os valores de proteina, pH e umidade dos tratamentos avaliados estdo
apresentados na TABELA 15. Os resultados representam a média de 3 lotes por
tratamento. As analises foram feitas em duplicata e proteina em triplicata.

TABELA 15. Valores de proteina, umidade e pH de gema irradiada, pasteurizada
termicamente e natural ( gema sem tratamento -GST).

Tratamento Proteina (%) Umidade (%) pH
GST 15,90 + 0,09 55,40 £ 0,80 6,59 + 0,03
PT 15,62 + 0,14 56,01 + 0,17 6,59 + 0,04
Ir2,5 15,81 + 0,02 55,63 £0,14 6,66 + 0,03
Ir3.5 15,87 + 0,08 55872015 6,61 £ 0,01
Ir4,5 15,81 £ 0,07 55,73 +£0,08 6,60 £ 0,02

Os valores encontrados para proteina, estdo de acordo com aqueles
citados por Li- CHAN et al. (1995). No entanto os valores de pH e umidade s&o
maiores do que aqueles encontrados em literatura. Porém trata-se de gema

comercialmente separada, que geralmente contém cerca de 20 % de clara. Essa
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quantidade de clara incorporada a gema dilui os sodlidos totais da gema,
consequentemente aumentando sua umidade. COTTERILL & McBEE, (1995)
citam valores de 43 a 48% de solidos totais na gema comercialmente separadas.
Quanto ao pH este tende a aumentar devido o pH basico da clara, que varia de
8,1 a 9,3. MA et al. (1993), ndo encontraram alteragdo no valor de pH de gema
congelada irradiada com doses de 1,0, 2.5 e 4,0 kGy e gema pasteurizada por
calor. Os valores de pH encontrados foram de 6,49 a 6,68.

As propriedades funcionais foram avaliadas tomando a gema sem
tratamento (GST) como referéncia para avaliar possiveis alteragdes causadas pela

pasteurizagao térmica ou pela irradiacao.

4.3.1. Solubilidade Protéica

Os valores de solubilidade a pH 7,0 (SP), Capacidade de Emulsificacéo
(CE), indice de atividade de Emulsificagéo (IAE), Estabilidade de Emulséo (EE) e
os resultados do teste de comparacéo multipla de médias SNK sao apresentados
na TABELA 16.

TABELA 16. Valores de solubilidade (SP), capacidade de emulsificacdo (CE),
indice de atividade de emulsificagdo (IAE) e estabilidade de emuls&o(EE) de
_gema de ovo irradiada, pasteurizada termicamente e gema sem tratamento (GST).

CE

SP ' IAE EE
Tratamento  (pH7,0)  (MLIEOEO8Y (mig) (%)
GST 60,34+ 0,92° 7434+58° 5923+088°% 7343+1,06°"
PT 60,54+1,70% 750,0+7,7® 5630+155° 76,25+0,97°
Ir2,5 62,51 +0,84° 7444+37°% 5387+208° 7321+022°
Ir3,5 60,09+1,32% 7031+82° 5241+143% 7293+0,13°
Ir4,5 60,86 +160% 6640+33° 5209+184°9 7485+315°

a b c d : médias com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa ao nivel de
95% de probabilidade.
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Pelos resultados obtidos, a gema PT, Ir3,5 e Ir4,5 ndo apresentaram
diferenca significativa em relagéo & GST para valores de SP, no entanto a gema
iradiada a 2,5 kGy apresentou um valor ligeiramente superior (estatisticamente
significativo) ao da GST .

A solubilidade é a manifestacdo de um equilibrio termodinamico de
interacGes proteina-proteina e proteina-solvente. As principais interagées que
influenciam a solubilidade de proteinas sdo de natureza hidrofdbica e idnica.
InteragGes hidrofébicas promovem ligagées proteina-proteina que resultam em um
decréscimo da solubilidade enquanto interacdes idnicas promovem ligagdes
proteina-agua e resultam em aumento da solubilidade das proteinas
(DAMODARAM, 1996)

E possivel que no nivel de energia de uma dose de radiacdo de 2,5 kGy
tenha ocorrido mudanga na conformagédo da estrutura das proteinas, favorecendo
um ligeiro aumento da solubilidade. Algumas das propriedades funcionais da
proteina, como a habilidade em formar e estabilizar emulsées depende de sua
solubilidade, muito embora, uma diferenca de 2% na solubilidade entre Ir2,5 e
GST, sob o ponto de vista funcional ndo devem representar diferencas no
desempenho da propriedade emulsificante, considerando ainda que os valores de
solubilidade se encontram na faixa de 60%.

HUANG et al. (1997) avaliaram a solubilidade de proteinas de gema
congelada e irradiada (2,3-3,0 kGy) as quais apresentaram uma pequena perda de
solubilidade em relagdo & gema nao processada, os valores foram de 5,09% e
5,69% respectivamente. Os resultados foram baixos devido & agregacao ou
gelatinizacao das proteinas induzida pelo congelamento.

4.3.2. Propriedades emulsificantes

Os resultados de CE e IAE refletem uma mesma tendéncia, os valores
diminuem partindo-se da GST para PT e Irradiadas em ordem crescente de dose,
indicando que a radiagdo e a pasteurizagio (no caso de IAE) tiveram um efeito
sobre essas propriedades. CE apresentou perda parcial significativa para os
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tratamentos Ir3,5 e Ir4,5 kGy enquanto que os tratamentos PT e Ir 2,5 néo
diferiram significativamente da GST, indicando que somente a radiagdo com dose
igual ou superior a 3,5 kGy afetou essa propriedade. O IAE apontou uma diferencga
significativa entre a GST e os demais tratamentos, e uma perda maior imputada
aos tratamentos com irradiagao.

As propriedades de superficie estdo relacionadas com a habilidade das
proteinas de diminuir as tensdes entre a fase hidrofilica e hidrofébica de um
alimento.

Em relacé@o a natureza protéica podemos dizer que dois fatores importantes
determinam o comportamento interfacial da proteina, sua composicdo e
distribuicdo de aminoacidos e a conformagéo estrutural espacial. O segundo fator
ganha maior importancia por ser suscetivel a mudangas do ponto de vista
tecnolégico.

O processo de determinagdo do ponto de inversdo para a capacidade
emulsificante envolve a criagdo continua de area interfacial, em velocidade tal que
o sistema nunca estéa em equilibrio. O volume de éleo no ponto de inversao para
um dado conjunto de condigbes dependera da habilidade da proteina formar
rapidamente uma camada interfacial e prevenir a coalescéncia das goticulas
formadas, ou seja, principaimente da velocidade de adsors&o e da quantidade de
proteinas na fase aquosa. (DAGORN-SCAVINER et al., 1987)

O IAE fornece informagéo sobre a habilidade da proteina dispersar na fase
oleosa e proporcionar cobertura suficiente na area interfacial para evitar imediata
coalescéncia . Assim, uma grande area interfacial implica em goticula de pequeno
diametro o que provavelmente esta associado a alta estabilidade da emulséo. A
emulsdo é bloqueada no estagio inicial pela adigdo do dodecil sulfato de sddio
(SDS), ndo havendo tempo para penetracéo e rearranjo na interface (PEARCE &
KINSELA, 1978).

Como nao existe diferenca na composigéo centesimal aminoacidica e nem
na concentracdo de proteinas, pois trata-se de uma unica matriz (gema) avaliada
numa mesma concentracéo, as variagdes na CE e IAE poderiam ser atribuidas as

alteracbes na conformagdo estrutural espacial provocando mudangas nas
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caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, que consequentemente interferem no
comportamento interfacial da proteina.

VOUTISINAS et al. (1983) relataram que a capacidade emulsificante esté
mais relacionada com a hidrofobicidade da superficie das moléculas, do que com
a solubilidade, sendo que proteinas mais hidrofobicas causam maior decréscimo

na tens&o interfacial, melhorando as propriedades emulsificantes.

Existem evidéncias de que a hidrofobicidade mostra boa correlagdo com
tens@o superficial, tenséo interfacial e atividade emulsificante. Um aumento da
hidrofobicidade em decorréncia da exposi¢céo de grupos hidrofébicos do interior da
molécula de proteina, favorece a adsor¢éo na interface, formando um filme coeso
interfacial. A hidrofobicidade pode variar em decorréncia da exposicdo de um
maior numero de residuos hidrofébicos da molécula, devido a uma alteracao na
sua estrutura secundaria e terciaria, causada por algum tipo de tratamento.(KATO
et al, 1983). Outro fator importante € que as propriedades emulsificantes
dependem do balango existente entre os grupos hidrofilicos e lipofilicos da
molécula de proteina, isto é, do seu valor de HBL. Segundo AOKI et al. (1981) um
leve deslocamento do balango para um valor mais hidrofébico pode melhorar
sensivelmente as propriedades emulsificantes, entretanto uma exposigdo
excessiva causa uma diminui¢éo nas propriedades de emulsificagdo.

Os processos de pasteurizagdo térmica e radiagdo poderiam ter causado
modificagbes conformacionais nas moléculas de proteinas, desfavorecendo o
equilibrio HBL, e diminuindo o IAE em relacdo a GST.

O indice de EE apresentou valores estatisticamente semelhantes para os
tratamentos irradiados e GST, indicando que a radiacdo ndo afetou essa
propriedade, na gema PT ocorreu um acréscimo desse indice estatisticamente
significativo, em relagéo a GST.

O comportamento de estabilidade de emuls&o, encontrado para a gema nos
diferentes tratamentos, reflete um resultado muito pontual, isto € somente para
essas condiges de anélise. Na verdade o indice EE é dependente de uma série
de fatores em menor ou maior grau. CHUNG e FERRIER (1991) estudando os

fatores que afetam as propriedades emulsificantes de fosvitina, encontraram que
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a velocidade de batimento foi o fator de maior influéncia nesse indice, enquanto a
concentragéo de proteina foi o de menor. A fragdo de dleo, pH e presenca de sal
foram outros fatores que tiveram efeito sobre EE.

4.3.3 Viscosidade

A viscosidade esta relacionada as propriedades mecéanicas dos materiais,
que vao determinar o tipo de escoamento, quando solicitado por forgas externas.
E uma medida da deformacdo de camadas de um fluido, movendo-se
laminarmente, quando submetido a agcdo de uma forga aplicada tangencialmente
(tensa@o de cisalhamento). A viscosidade € estudada pela relagao entre a tenséo
de cisalhamento e taxa de deformacéo. (RAO, 1986)

Para efeito de comparacdo, por meio de um redmetro, foi medida a
viscosidade em diferentes taxas de deformagdo, de amostras de gemas
irradiadas, pasteurizada termicamente e sem tratamento. A partir do valor médio
de duplicatas de 3 lotes para cada tratamento, foram construidas curvas de
viscosidade em fungdo de taxa de deformacado, as quais podem ser vista na
FIGURA 18

Observa-se que a viscosidade ndo se apresentou constante para as
diferentes taxas de deformagdo, indicando o comportamento de fluido n&o
newtoniano, e neste caso a viscosidade € denominada de viscosidade aparente

(Mna). Para fluidos ndo newtonianos ( pseudoplasticos e dilatantes) € bastante

utilizado o modelo de Ostwald-De-waelle, também conhecido pela Lei-da-Poténcia

a 2 parametros, para descrever o comportamento desses fluidos.

(Equacgao 11)

onde:

Y é ataxa de deformacgéo(1/s)

7 & a tens@o de cisalhamento
K é o indice de consisténcia
n € o indice de comportamento do fiuido
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Considerando a viscosidade aparente expressa por:

T
g = — (Equacao 12)
4

e substituindo a Equag&o 11 em 12, a viscosidade aparente é expressa por;

n = K{( (Equagio13)

Pela Equacdo 13 observa-se que, para valores de n < 1 a viscosidade
aparente (m.) decresce com o aumento do gradiente de velocidade,

caracterizando o fluido pseudoplastico, enquanto que no caso inverso, n>1, é
descrito o comportamento dos fluidos dilatantes.

O modelo de Ostwald-De-Waelle foi ajustado aos dados, e os parametros K
e n foram estimados pelo método da secante ou DUD (RASTON & JENNRICH,
1978) para minimizagéo nao linear da soma de quadrados do erro com a utilizagéo
do PROC NLIN (SAS, 1986). A adequagdo do modelo foi baseada na andlise de

residuos (diferenca entre viscosidade aparente (Na) observada e estimada, em

cada taxa de deformagéo) (DRAPER, 1980) .

As estimativas dos parémetros K e n do modelo de Ostwald-De-Waelle para
as gemas sob diferentes tratamentos se encontram na TABELA 17.

Observa-se que os parametros n, para todos os tratamentos sdo menores,
porém proximos de 1, confirmando um fluido ligeiramente pseudoplastico. Isso
pode ser observado também na FIGURA 17, onde a relacdo de tensdo de
cisalhamento e taxa de deformacgédo é representada praticamente por uma reta,
(caracteristica de fluido newtoniano). O parametro K, indice de consisténcia
aumenta para todos os tratamentos irradiados em relagéo & GST, para a gema PT

esse aumento € bem mais pronunciado.
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TABELA 17. Estimativa dos parédmetros Ky ; ny € erro padrao assintético em nivel
de probabilidade de 95% para o modelo de Ostwald-De-Walle

Tratamento Parametros Estimativa Erro padrao

assintotico

PT Ku 300,31 7,88

Ny 0,89 0,01

GST Kx 121,39 8,95
NH 0,93 0,02

Ir2,5 kGy Kn 143,86 2,89
Ny 0,92 0,00

Ir3,5kGy Ku 144,95 6,32
NH 0,92 0,01
Ir4,5kGy K 160,15 10,86
NH 0,91 0,02

A viscosidade aparente das gemas tratadas com radiagao aumentou
ligeiramente com a dose de radiagdo em relagéo a GST. Para uma taxa de
deformacéo de 200 s, apresentou valores aproximados de 94, 96, 99 e 84cP
para os tratamentos 2,5 kGy, 3,5 KGy , 4,5 kGy e GST respectivamente (FIGURA
18). A gema PT apresentou um valor de viscosidade aparente de 168 cP, duas
vezes maior que GST, indicando que a pasteurizagdo térmica induziu uma
modificacdo nas estruturas (particulas) do fluido bem maior do que a radiagéo.

Em um estudo de reologia de produtos de ovos, utilizando um reémetro
Carrimed (cilindros concéntricos) CSL, OHATA (2000) relatou valores de 170 cP
para gema pasteurizada a uma taxa de deformagdo de 200 s', e o
comportamento do fluido foi ligeiramente pseudopléstico. Esse resultado esta de
acordo com os do presente trabalho.

LEPKI (1998) estudou efeito de radiag&o na viscosidade de produtos de
ovos. Utilizou um redmetro Brookfield D llI, spindle SC4-31 e mediu a viscosidade
aparente @ uma tensdo de cisalhamento de 12,5 dinas/cm®. Obserbou um

aumento da viscodidade de gema com o aumento da dose. Para uma temperatura
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de 25°C o aumento da viscosidade da gema tratada com 4 kGy foi de 26,7 % em
relacdo a gema sem irradiagao.

B 8 8 8 8

4

N

tensao de cisalhamento(cP)

o &
04— ‘ ' I \ I I .i
0 50 100 0 < 250 " )
taxa de deformagao(1/s)
- 2,5kGy
—o-3,5kGy
o 45kGy

& sem tratamento

—&— pasteurizagéo téermica

FIGURA 17. Relagao entre a tenséo de cisalhamento e a taxa de deformagéo da
gema liquida sem tratamento, pasteurizada termicamente e, irradiadas com 2,5
kGy, 3,5 kGy e 4,5 kGy.
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FIGURA 18. Relagdo entre a viscosidade aparente e a taxa de deformagéo da
gema liquida sem tratamento, pasteurizada termicamente e, irradiadas com 2,5
kGy, 3,5 kGy e 4,5 kGy.
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Possivelmente ocorreram alteragbes nas estruturas conformacionais das
proteinas, modificando sua forma, sua flexibilidade e hidrofobicidade, favorecendo
a formagdo de agregados, e um aumento da viscosidade Por outro lado a
solubilidade protéica ndo sofreu alteragdo em relagdo a GST. E possivel que os
granulos (insoliveis) tenham sofrido modificages, provocando uma certa ruptura,
e consequentemente a liberagdo de proteinas, contribuindo para aumentar a
solubilidade protéica, e assim manter um mesmo nivel de solubilidade. ANTON et
al. (2000) observaram um grande incremento na solubilidade protéica de uma
solugdo de granulos rompidos (94%) em comparagdo com solugéo controle de
granulos nativos (24%). Um aumento da viscosidade aparente de solugéo de
granulos nativos de gema de ovo, sem mudar a solubilidade protéica, quando
submetidos a aquecimento, também foi observado. Os autores sugeriram que as
proteinas solUveis foram parciaimente desnaturadas, expondo seus sitios
hidrofébicos e causando agregacdes com granulos nativos através de interagoes
hidrofdbicas.

O sistema gema é muito complexo, e seus mecanismos de desnaturagdo
ou agregagdo de proteinas sdo ainda desconhecidos, porém a partir dos
resultados de viscosidade percebe-se uma intensa modificagdo provocada pela
pasteurizagdo térmica, enquanto as amostras tratadas por radiagao tiveram uma
ligeira variagdo com a dose de radiagao.

4.3.4. DSC

A técnica de calorimetria diferencial de varredura é geralmente empregada
para monitorar comportamento térmico de proteina, onde sdo registrados ©s
processos térmicos que ocorrem com as moléculas, durante uma varredura de

temperatura.

As curvas, ou termogramas obtidos para as gemas sob os diferentes
tratamentos se encontram na FIGURA 19. Observa-se que o pico de temperatura
de desnaturagdo (Ty) para as gemas representativas dos 5 tratamentos
apresentou uma pequena variagdo que pode ser considerada desprezivel.
Tratando-se de uma matriz complexa, composta de diferentes proteinas, a Tq
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representa apenas uma temperatura média, os picos formados s3o relativamente
largos, refletindo vérios tipos de proteinas presentes na matriz, iniciando os
processos em torno de 60 a 66°C e finalizando em 93°C aproximadamente. Para
todos os tratamentos a Ty ficou em torno de 82°C. Valores de T4 de 84 e 85°C
foram encontrados para gema irradiada (2,5kGy) e gema nio processada
respectivamente (HUANG et al. 1997). Para fosvitina a Ty ficou em torno de 80°C
(CHUNG & FERRIER, 1995). MINE (1997) encontrou valores de T4 de 77°C para
LBD.

Observa-se pelos termogramas (FIGURA 19), que com 0 aumento de dose
de radiacéo, ocorreu uma diminuigdo da quantidade de energia necessaria (AH)
para desnaturar um grama desse complexo protéico (gema). Isto indica que a
radiagdo pode estar induzindo uma modificagdo na conformagdo da estrutura das
proteinas ocasionando, possivelmente, menor nimero de interacdes para serem
rompidas. A dose de 2,5 kGy nao apresenta evidencias de alteragdo nas suas
estruturas em relagéo & GST, pois os valores de AH sdo iguais (1,61J/g). MINE

(1997) relatou valores de AH de 1,25J/g para LBD de gema de ovo.

Os resultados indicam que houve uma medificagdo das estruturas
protéicas, e o tipo de medificacdo parece ser diferente daquela induzida pela
pasteurizagdo, uma vez que neste caso o AH aumentou em relacdo a GST
indicando que a gema PT sofreu um rearranjo das suas  estruturas,
provavelmente favorecendo um maior nimero de interagdes do tipo hidrofébica,
eletrostatica e ponte de hidrogénio entre as moléculas (MINE, 1997).

As estruturas das proteinas, tanto do plasma quanto dos granulos sao
micelas que podem sofrer modificagées expondo diferentes sitios, permitindo
interacGes entre moléculas de diferentes micelas. A formagao de complexos firmes
pode levar a um incremento da estabilidade térmica, apontada por um aumento de
AH.

Essa observagdo é consistente com o comportamento reoldgico, que
apresentou aumento de viscosidade para a gema PT, indicando mudanca
conformacional com provaveis interacdes entre as moléculas.
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Fluxo de calor (m\W)

FIGURA 19. Termograma de gema liquida pasteurizada termicamente (PT) e
irradiada com diferentes doses.

4.3.5. COR

A cor é uma caracteristica importante para gema de ovo. Sua coloragao de
amarelo intenso, é requerida em algumas preparagées como maionese, massas,
etc. Os pigmentos responsaveis pela cor da gema sdo os carotendides,

representados principalmente pela luteina, zeaxantina e criptoxantina.

A cor da gema foi determinada por meio instrumental (Color Quest Il da
Hunter Lab). onde trés componentes da cor "L", "a" , "b" ) foram medidos. Onde:

L corresponde a luminosidade

a corresponde ao vermelho (+) e verde (-)

b corresponde ao amarelo (+) e azul (-)
A partir dos componentes a e b foi calculada a diferenga de cromaticidade (AC). A
cromaticidade representa a intensidade da parte cromatica da cor, dada pela
equagao 13.
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AC = ((Aa)® + (Ab)?)"? Equagao 13

onde:

Aa =g - Qpadao € Ab=Db; - bpadéo

A analise de cada componente de cor foi observada em trés lotes de gema
por tratamento, e para cada lote, trés repeticbes foram realizadas, a variavel
considerada para andlise foi a média por lote. Os valores encontrados para os
componentes da cor e a diferenca de cromaticidade podem ser visto na TABELA
18.

Os valores de luminosidade variam de 0 (preto) até 100 (branco), assim, um
aumento no valor de luminosidade representa cores mais claras, no caso da
gema, o efeito € uma perda ou clareamento do amarelo intenso.

TABELA 18. Valores de cor "L "a", "b" e diferenca de cromaticidade em relacao
a GST para os diferentes tratamentos e o resultado do teste SNK

Tratamento L a b AC
GST 6477+0,30° 11,97+007% 5337+027° -

PT 6482+031° 11,84+005* 5313+006° 037+0,05°
Ir2,5 6535009 10,13+0,06® 5098 +0,04° 3,02+0,06°
Ir3,5 6534:048° 940+027° 5014+039° 413+ 0,43°
Ir4,5 6582+£026°  878+0,18% 4884+024° 554+027°

a b cd: médias com as mesmas letras nio apresentam diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidade.

Para o parametro luminosidade a GST e gema PT nao apresentaram
diferenca significativa entre si. Os tratamentos irradiados tiveram o valor de L
aumentado, repercutindo em amostras mais claras. A gema Ir2,5 kGy nao diferiu
estatisticamente da gema Ir3,5 kGy . O tratamento com maior dose de radiacao,
4,5 kGy, apresentou a amostra mais clara e significativamente diferente dos
demais tratamentos.
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Para o parametro "a" percebe-se a mesma tendéncia, isto €, a GST néo
difere significativamente da gema PT. Enquanto que, para os tratamentos com
radiacdo o valor de "a" diminuiu, representando perdas da cor vermelha, sendo
que a perda foi significativamente progressiva com a dose de radiagdo. Os
tratamentos irradiados diferem da GST e gema PT.

Os valores encontrados para o componente "b" representam o amarelo
dentro do sdlido de cor, @ uma diminuicdo do seu valor significa perda de cor
amarela. Todos os tratamentos apresentaram valores de "b", significativamente
menores em relagéo a GST, indicando perda da cor amarela. A perda do amarelo
na gema PT, embora significativa, foi bem menor do que nas amostras irradiadas,
gue apresentaram perdas progressivas com a dose.

A cromaticidade (C) representa a somatéria do croma, isto €, das cores
amarelo e vermelho, e diferenga de cromaticidade (AC) representa a diferenga
desse indice de uma dada amostra em relagédo a amostra padréo ou referéncia, no
caso a GTS (equagao 13).

Para esse indice, a gema PT apresentou um valor de 0,37, apontando
pequena diferenca em relacdo a GST, enquanto as gemas irradiadas
apresentaram valores maiores, de 3,02; 4,13; 5,54 paragema Ir2,5, Ir3,5e Ir4,5
respectivamente, confirmando maior perda dos pigmentos nos tratamentos com
irradiagéo, sendo que o efeito foi maior quanto maior a dose de radiag&o. O efeito
dos tratamentos sobre a cor das gemas pode ser bem visualizado na FIGURA 20.

A estrutura molecular dos carotendides, contém duplas ligagdes, as quais
sdo consideradas sitios facilmente oxidaveis. De fato, os carotendides reagem,
com o oxigénio “singlet’, suprimindo-o e se oxidando em seguida. Outros fatores
também causam a oxidagdo desses compostos como tratamento térmico severo,
presenca de luz, extrusdo, tratamento com a&cido, radiagdo (von ELBE &
SCHAWARTZ, 1996; MA et al., 1990)

HYANG et al. (1997) avaliaram a cor de gema irradiada congelada por 60
dias de armazenamento e relatou que a radiagéo provocou uma descoloracao das
gemas. Os autores sugerem que a descoloracéo foi devido a destruicao dos
carotendides pela irradiacao.
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KATUZIN-RAZEM et al. (1992) estudaram o efeito de taxa de dose, dose de
radiacéo e presenga ou ausencia de oxigénio, no conteido de carotendides de
gema em p6. A perda de carotentides aumentou linearmente com o aumento da
dose em amostras irradiadas mesmo sob vacuo, o que levou os autores a
concluirem que o oxigénio ndo é essencial para a destruicdo de carotendides
submetidos & irradiacdo, isso mostra que esses compostos podem ser oxidados

por radicais livres.

Diferenca de Cromaticidade

4,5kGy  3,5kGy  2,5kGy PT

FIGURA 20. Diferenca de cromaticidade de gema iradiada e pasteurizada
termicamente em relagdo a GST
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4.3.6. Analise Sensorial da gema

Comparou-se as médias das notas dadas ao odor e cor dos diferentes tratamentos

em relagdo & uma gema controle (gema PT) por meio do teste de Dunnett ao nivel
de 5% de probabilidade.

O resultado das médias dos pravadores para os atributos cor e odor e o
resultado do teste de Dunnett, podem ser vistos na TABELA 19.

Para o atributo odor, a nota média de cada tratamento diferiu
estatisticamente da nota média da gema controle (PT). A nota média de odor da
gema Ir2,5 (2,26) foi a que mais se aproximou do controle (1,30). As amostras
Ir3,5 e Ir4,5 apresentaram valores de média maiores 5,81 e 6,14. Observa-se
portanto um aumento de média com o aumento de dose de radiagdo, porém nao
em uma relacao linear.

TABELA 19. Média dos atributos odor e cor de andlise sensorial e resultado de
teste de Dunnett para gemas irradiadas e pasteurizada termicamente

Média dos provadores Diferenga entre médias

(Dunnett)
Tratamento Odor Cor Odor Cor
PT 1,30 1,07 0 0
Ir2,5 2,26 1,22 0,95*** 0,65
Ir3,5 5,81 3,47 4,51 2,39
Ir4,5 6,14 4,28 4,84 321

==+ comparacdes significativas ao nivel de 5%.
DMS para odor = 0,69; DMS para cor = 0,71

Pela avaliacdo dos provadores, existe uma diferenca significativa entre as
amostras em termos de odor, e esta diferenca reflete a presenca de odores
estranhos nao caracteristicos de gema de ovo. A diferenga encontrada para o

tratamento Ir2,5 é de apenas 1 ponto aproximadamente, indicando que esse nivel
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de dose ndo causa modificagdes intensas como no caso de maiores niveis de
dose, as quais apresentaram valores de diferenca de odor em relagdo & PT de 4.5
e 4,8 pontos respectivamente. Observa-se um incremento de "off flavor" com o
aumento da dose de radiacdo, esse efeito torna-se mais agudo a partir da dose
3.5 kGy.

GRIM & GOLDBLITH (1965) empregaram andlise sensorial (teste
triangular) para estudar o efeito da producéo de "off flavor" em ovo integral liquido,
submetido a irradiacdo sob diferentes temperaturas. Os autores relataram que a
dose limite (threshold), a partir da qual se observa efeito significativo da irradiagao
na formagao de "off flavor" foi de 1,98 kGy (p<0,05) podendo variar dentro de uma
faixa de 1,74 a 2,32 kGy. Nao encontraram diferenca significativa nas doses
limites para as diferentes temperaturas de irradiacao.

Os autores concluiram que a diferenga no odor, aumenta com o aumento
da dose de radiacdo e acima de 3,0 kGy o incremento é mais acentuado fugindo
de um comportamento linear. Esses resultados estdo de acordo com os do
presente trabalho, embora se reportem a diferentes matrizes (ovo integral e
gema).

No atributo cor foi encontrado uma diferenga estatisticamente significativa
para os tratamentos Ir3,5 e Ir4.5 em relacéo a gema PT , cabendo a cor da gema
Ir2,5 a semelhanga estatistica com a amostra controle PT (TABELA 19). Os
valores da diferenca em relagdo a PT aumentaram com o aumento da dose,
embora um aumento mais efetivo tenha ocorrido a partir da dose 3,5 kGy.

Entre os dois atributos avaliados, cor e odor, este Ultimo parece ter sido
mais afetado pela irradiagao, pais , utilizando a mesma escala (de oito pontos,
com a referéncia igual ao padrdo fixada em zero) observa-se que a cor obteve
notas mais préximas do padrio, enquanto o odor obteve médias mais distantes do
padrao.

A cor da gema avaliada por meio de equipamento apresentou diferenca
significativa entre as amostras PT e Ir2,5, enquanto que, na avaliacdo pelos
provadores ndo se encontrou diferenga entre essas amostras. Ocarre que a gema
€ um produto bastante homogéneo e os dados obtidos na leitura do equipamento
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apresentaram excelente reprodutibilidade com pequenas variagdes, dessa forma

pequenas diferencas entre os valores meédios podem representar diferencas
estatisticamente significativas entre as amostras.

4.3.7. Maionese elaborada com gema irradiada e gema pasteurizada

termicamente

Foram elaboradas maionese com a gema sob os diferentes tratamentos
conforme formulagdo descrita anteriormente, e estas foram analisadas quantoc a

estabilidade, consisténcia e anélise sensarial.

4.3.7.1. Estabilidade

A estabilidade da emulsdo é medida comumente em termos da quantidade
de éleo e ou creme que separa da emulso durante um certo periodo de tempo, a

uma dada temperatura e forca gravitacional.

O cremeamento envolve a separagéo de parte da fase continua de uma
fase rica em 6leo que ainda esta bem emulsionada. O resultado é a formagao de
um gradiente de concentracao de goticulas na emulsdo. A floculagdo é o resultado
da unido de glébulos, originando aglomerados sem coalescéncia de goticulas
individuais. E um processo de difusdo controlada. A drenagem prosseguira até
que o equilibrio seja quebrado, ou até que o filme se rompa, ocasionando a

coalescéncia com a nitida separagao da fase oleosa.

A estabilidade de maionese elaborada com gema submetida a diferentes

tratamentos, foi avaliada por meio de duas metodologias.

Os resultados obtidos referentes 3 metodologia sugerida por Lieu et al.
(1971), do nosso ponto de vista, ndo puderam ser mensuraveis. A separagéo de
6leo (fase liquida) da maionese, apos a centrifugacao foi muito pequena. Essa
quantidade de 6leo formava uma fina camada e se encontrava aderida a superficie
imegular da maionese, penetrada em intersticios. A recuperac@o dessa fase

liquida de Gleo para posterior pesagem, provavelmente incorreria em erros
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possivelmente maiores do que as ténues diferencas observadas visualmente.
Dessa forma os resultados se restringiram a observagées visuais.

Quanto & temperatura de estocagem as maioneses que permaneceram a
42°C apresentaram quebra de emulso, confirmada por uma fina camada de 6leo
na superficie da maionese. Além da desestabilizagso por coalescéncia, foj
observado também um cremeamento, ou seja, uma migragéo de gldbulos de oleo
Para a superficie, formando um gradiente de coloragdo amarelo mais intenso e

levemente transldcido Na superficie para um amarelo mais claro e opaco em
diregdo oposta.

Quanto aos tratamentos nao foi possivel observar diferencas entre eles.

cremeamento.

Na maionese com gema Ir3,5 e Ir4,5 nao foi observada g separagio de
leo, somente um leve gradiente.

A temperatura de 4°C 5 Maionese com gema PT parece apontar para uma
perda de estabilidade em relagcdo as gemas irradiadas. Principalmente as
maioneses preparadas com gema Ir3,5 e Ir4,5 as quais parecem ser mais estaveis
frente a temperatura de estocagem e condicao de centrifugacéo.
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Na analise de estabilidade de emulsdo feita com gemas sob diferentes
tratamentos, cujos resultados estdo descritos no item 2.3.5, a gema PT
apresentou uma pequena vantagem em relac@o as gemas irradiadas e GST, ao

contrario da presente condigdo, em que a gema PT pareceu indicar uma perda de
estabilidade.

No entanto ha que se considerar que na maionese o meioc em que ocorre a
emulsdo é muito diferenciado daquele anterior, a comegar pelo pH, em torno de
6,5, enquanto que na maionese é de 4,0, a fragdo de dleo adicionada € maior
(75%) e existe ainda a presenga de aditivos como sal e agucar, tem-se que
mencionar ainda as condicdes de preparo, ou melhor a forma e quantidade do
aporte energético empregado para a produgéo da emuls&o. A prépria metodologia
empregada para avaliar a estabilidade nas duas situagdes também foram
diferentes.

4.3.7.2. Consisténcia

Este atributo esta relacionado com a textura de um produto. Esse termo é
comumente empregado para produtos como purés, molhos, sucos, xaropes e
geleias. A consisténcia da maionese foi avaliada através da forga necessaria para
uma sonda ( "probe" - cilindro de 2,5 cm de didmetro) penetrar 12 mm em um pote
contendo maionese. Os resultados observados (média de 7 repetiges) assim
como a comparagio das médias obtidas através do teste SNK podem ser vistos
na TABELA 20.

TABELA 20. Consisténcia de maionese elaborada com diferentes gemas

Tratamento Forca de penetracéo (g)
PT 64,54 £+2,12¢c
Ir2,5 96,94 + 9,42 a
Ir3,5 7265+139b
Ir4,5 64,28 £3,32¢C
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Pelo teste de amplitudes muiltiplas SNK evidencia-se que a media da forca
de penetracdo da sonda, para maionese com gema irradiada, diminuiu
significativamente com o aumento da dose de radiacéo, significando produtos
menos consistentes. A maionese elaborada com gema PT apresentou menor
consisténcia e semelhante & maionese com gema irradiada a uma dose de 4,5
kGy.

Menores doses de radiagio parecem contribuir de alguma forma para maior

consisténcia da maionese.

Resultados semelhantes foram relatados por Ma et al. (1993). Maionese
feita com gemas irradiadas e congeladas apresentaram valores de 0,150; 0,187;
0,167; 0,150 e 0,153 N, respectivamente para as doses de 0, 1, 2,5, 4 kGy e
pasteurizada termicamente. E interessante notar, que nesse trabalho os autores,
avaliaram a maionese com dose zero, por isso € possivel constatar que a radiacdo
a baixos niveis de dose, contribuiu para aumentar a firmeza da maionese. Nas
maioneses preparadas com gema pasteurizada termicamente e irradiada com 4,5
kGy ndo ocorreram mudangas significativas em relagdo & maionese preparada
com gema com dose zero.

4.3.7.3. Andlise Sensorial de maionese

Foram analisados os atributos cor, odor e sabor , em dois tempos distintos,
logo apés processamento e com 95 dias. Conforme informagdo de industria
processadora de maionese®, este produto chega & mesa do consumidor, em
média com 3 a 4 meses da data de fabricagdo. Baseado nessa informacéo,
determinou-se fazer uma segunda andlise sensorial da maionese dentro desse
periodo.

Nos dois periodos analisados, as maioneses foram avaliadas por uma
equipe de 50 provadores.

* Refinagées de Milho Brasil
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O resultado das médias encontradas para os atributos analisados
juntamente com o resultado do teste de DUNNETT ao nivel de 5% de significancia
estéo apresentados na TABELA 21.

Os resultados de cada periodo, mostram que a maionese Ir2,5 foi a que
mais se aproximau da maionese padrao (PT), em relagéo aos atributos avaliados,
nao havendo diferenca significativa entre suas médias. As maioneses Ir3,5 e Ir4,5
distinguiram das demais significativamente, somente no atributo cor e nao
diferiram entre si. Nos atributos odor e sabor, embora as medias tenham
apresentado valores ligeiramente maiores para as maioneses IR3,5 e Ir4,5, no foi
observada diferenca significativa entre as quatro maioneses N&o houve grande

variagdo na intensidade dos atributos quando comparados entre os periodos.

TABELA 21. Médias obtidas nas avaliagbes sensoriais de maionese em dois
periodos de estocagem.

Maionese 5 dias 95 dias

cor Odor sabor cor odor Sabor
PT 1.9 3,0 2,8 1,0 3,2 3,0
Ir2,5 25 3,2 2,8 19 3,2 3,1
Ir3,5 4.4 3,4 2,9 3,3 3,8 3.9
Ir4,5 4,3 2,9 3.0 3.4 4.0 3.7

=+ indicam diferenca significativa em relagéo ao padréo

Embora as gemas liquidas irradiadas tenham apresentado diferenca
significativa de odor como resultado da analise sensorial, essa diferenga ja néo e

detectada quando as gemas sdo empregadas na preparagdo de maionese.
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44. EFEITO DA RADIAGAO GAMA ASSOCIADA AO EMPREGO DE
ANTIOXIDANTE NA ESTABILIDADE OXIDATIVA DA FRACAO LIPIDICA
DE GEMA LiQuUIDA

De acordo com resultados de anélise sensorial de cor e odor de gema
iradiada, encontrados no experimento descrito anteriormente, a radiacao
provocou uma perda de cor e formacdo de odores estranhos estatisticamente
significativos, nos niveis de doses avaliados. Neste sentido a radiacdo associada
a0 emprego de antioxidante poderia prevenir esses efeitos, assim como evitar um
possivel processo de oxidacdo da fragdo lipidica da gema provocado pela
radiagdo.

As doses de radiagdo empregadas neste estudo foram 3,5 e 4,5 kGy, uma
vez que a dose de 2,5 kGy néo apresentou diferenga significativa na cor (analise
sensarial), e quanto ao odor, sua diferenca quando comparada com gema controle
foi muito pequena.

Dois tipos de antioxidantes foram empregados, um natural (mistura de
tocoferéis) e outro sintético (TBHQ), nas concentrages de 300 e 200 ug/g
respectivamente,

Os tratamentos avaliados foram os seguintes:

- Gema irradiada com 3.5 KGy sem antioxidante  (Ir3,5)

- Gema irradiada com 3,5 kGy com Tocoferol (Ir3,6TC)
- Gema irradiada com 3,5 kGy com TBHQ (Ir3,5TB)
- Gema irradiada com 4,5 kGy sem antioxidante (Ir4,5)

- Gema irradiada com 4,5 kGy com Tocoferol (Ir4,5TC)

- Gema irradiada com 4,5 kGy Com TBHQ (Ir4,5TB)

Como controle ou referéncia a Gema sem tratamento (GST) isto &, sem

aplicagdo de radiagdo e sem antioxidante, também foi analisada.
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4.4.1. Valor de TBA

Os tratamentos foram analisados quanto ao valor de TBA. Os valores
obtidos assim como os resultados do teste de Student Newman Keuls, para avaliar
a diferenca significativa entre os tratamentos em nivel de p<5% encontram-se na
TABELA 22.

A dose de radiagdo assim como o antioxidante tiveram efeito significativo
nos valores de TBA para os tratamentos avaliados.

No bloco de tratamentos sem antioxidantes (TABELA 22) um aumento na
dose de radiagdo aumentou significativamente o valor de TBA indicando que a
radiagdo provocou oxidagdo da frag&o lipidica de gema de ovo proporcionalmente
4 dose aplicada. KATUZIN-RAZEM et al. (1992) avaliaram o efeito de radiagao
gama em gema em po e verificaram que quanto maior a dose maior a formagao de

hidroperoxidos e a destruigdo de carotendides a partir de uma dose de 2,5 kGy.
Nas gemas com antioxidante, a mesma tendéncia p&de ser observada.

Pelos resultados apresentados, verifica-se um efeito protetor do TBHQ,
quando se observam os valores de TBA numa mesma dose, com os diferentes
antioxidantes. O efeito protetor do TBHQ apresenta diferenca significativa em
relacdo ao tratamento sem antioxidante e com tocoferol, enquanto que ©
tratamento com tocoferol ndo difere significativamente da gema sem antioxidante,
mostrando baixa ou nenhuma eficiéncia do tocoferol frente a oxidagdo por
radiacéo (Experimento 1)

Os resuttados do Experimento 2 estdo de acordo com 0s do Experimento 1,
apesar das gemas com tocoferol apresentarem uma pequena redugdo no valor de
TBA em relagdo ao tratamento sem antioxjdante (0 dias), indicando um efeito
protetor, porém, de menor intensidade quando comparado com o efeito produzido
pelo TBHQ. O menor valor de TBA (menor grau de oxidagdo) ocorreu para
tratamento com TBHQ e menor dose de radiagéo, 3,5 kGy. Esses efeitos podem

ser visualizados nos graficos da FIGURA 21 referente aos experimentos 1 e 2.
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KANATT et al. (1998) irradiaram carne de frango (2,5 kGy) com adiggo de
antioxidante BHT e tocoferdis e relataram que o BHT foi mais eficiente em prevenir

oxidagdo do que o tocoferol,

embora os dois tenham apresentado efeito

significativo. Os valores de TBA variaram de 0,30 a 2,09 para amostras irradiadas

com BHT e de 0,38 2 2,60 para as carnes com tocoferol, durante um periodo de 4

semanas. Paralelamente uma analise sensorial foi conduzida e as carnes foram

aceitas para consumo durante as 4 semanas.

TABELA 22. Valores de TBA das
de dose de radiacio, antioxidante
de comparacées muiltiplas de Stud

amostras de gema liquida irradiadas em funcao
e tempo de estocagem com resultados do teste
ent-Newman-Keuls.

Experimento 1
TBA* ( mg de malonaldeido/kg de gema)
Tratamento | 1 dia 20 dias
Sem antiox. TG TB Sem antiox. TE B
GST 0,03¢c 0,03c
Ir3,5 (a) (a) (b) (a) () (b)
0,68b 0,67 b 0,43b 0,64 b 0,65b 0,35b
Ir4,5 (a) (a) (b) (a) (a) (b)
0,89 a 0,86 a 0,47 a 0,69 a 0,72 a 0,45 a
Experimento 2
TBA* (mg de malonaldeido/kg de gema)
Tratamento 1 dia 20 dias
- Sem antiox. TC B Sem antiox. TC B
GST 0,02 c 0,03 ¢
3,5 (@) (b) (©) (a) (a) (b)
' 0,77b 0,70a 0,37 b 0,50 b 0,49 b 0,35a
Ir4,5 (a) (b) (c) (a) (b) (c)
| 0,83 a 0,71 a 0,46 a 0,69 a 0,53 a 0,38 a

* Letras diferentes acima do nimero
(p<0,05) entre os antioxidantes para
Letras diferentes & direita do num
(p<0,05) entre as doses de radiaca:
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Em amostras de gema em pé irradiadas (2,5e 5,0 kGy) com e sem
antioxidantes ( BHT 0,01ug/g ou Vitamina E 0,01ug/g), DU et al. (1999)
encontraram valores de TBA 3 a 5 vezes maiores que as amostras ndo irradiadas,
e a presencga de antioxidantes reduziu significativamente os valores de TBA nas
amostras irradiadas.

HUBER et al. (1995), citaram que o ascorbil palmitato (230ug/g), tocoferol
(230pg/g) e BHA (100pg/g) preveniram significativamente a oxidagao de colesterol
em gemas em pdé armazenadas a 60°C por 28 dias, em relagdo a amostra
controle, (sem os antioxidantes).

Alguns autores relatam que os tocoferéis podem produzir um efeito pro-
oxidante em altas concentragbes (CILLARD et al., 1980; KASKAS et al., 1984;
JUNG & MIN, 1990; CHEN et al. 1998)

Em uma investigagdo da variagdo da concentracéo de o-tocoferol (obtida
por meio de dieta de galinhas) na prevengéo de oxidagao da fragao lipidica da
gema de ovo, CHEN et al. (1998) concluiram que uma concentracéo de 75 pg de
tocoferollg de gema exerceu um efeito pré-oxidante. No presente trabalho, a
concentragdo de tocoferéis empregada foi de 300 pg/g calculada com base na
quantidade de gordura, o que representou aproximadamente 93 ng de tocoferol/g
de gema. E possivel que essa concentragéo tenha ultrapassado a concentracao
de maior eficiéncia desse antioxidante, e dessa forma ndo apresentou efeito
protetor.

Em relagao ao periodo de armazenamento, houve uma pequena diminuigao
nos valores de TBA ap6s um periodo de 20 dias, indicando que de alguma forma o
malonaldeido, produto secundario da oxidagéo de lipideos esta sendo consumido,
pois uma vez formados nao hé reverséo na diregao da reagao. Segundo MELTON
(1983), a formagédo de malonaldeido nao necessariamente continua a aumentar
durante a estocagem dos produtos, e até uma diminuigdo pode ser observada a
qual é atribuida &s reagdes do malonaldeido com proteinas,

Uma redugdo no valor de TBA durante armazenamento foi também
observada por Du et al. (1999). Os autores avaliaram o efeito de embalagem e

antioxidante (vitamina E e BHT) na oxidag&o lipidica de gema de ovo em poé
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FIGURA 21. Valores de TBA de gema liquida em fung&o de dose de radiagao,
antioxidante e tempo de armazenamento.
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irradiada com 2,5 e 5,0 kGy; os valores de TBA do grupo submetido a irradiagao
decresceram com 15 dias de armazenamento, enquanto que nas amostras nao
iradiadas os valores de TBA aumentaram com o tempo de armazenamento.
Dessa forma, é possivel que a analise de TBA n&o seja um indice adequado para
acompanhamento da oxidagéo induzida pela radiagao durante armazenamento

4.4.2. Extincdo especifica a 232 nm (Ez32)

A oxidagao de acidos graxos polinsaturados é acompanhada pelo aumento
da absortividade do lipideo na faixa do espectro ultravioleta. Lipideos contendo
dienos ou polienos apresentam uma alteragao na posicéo de suas duplas ligagoes
durante a oxidacdo, resultado de isomerizagao e conjuga¢do. Os dienos
conjugados exibem uma intensa absortividade em 232 nm (SHAHIDI, 1995)

Os tratamentos foram analisados quanto a dienos conjugados e 0s valores
obtidos assim como o resultado da andlise estatistica podem ser vistos na
TABELA 23. Foi aplicado o teste de Student Newman Keuls, para avaliar a
diferenca significativa entre os tratamentos em nivel de p < 5%.

Conforme os resultados da TABELA 23, E3» foi maior para os tratamentos

iradiados em comparagdo com gema sem tratamento (GTS), indicando que o
processo de irradiacao causou oxidacéo dos lipideos da gema.

Foi observada diferenca significativa dos valores de E230 entre as doses de
radiagdo, sendo que maiores doses de radiacdo provocaram maior nivel de
oxidagdo (com excegdo dos tratamentos IR4,5 TB para tempo zero nos
experimentos 1 e 2).

Os valores de E»3, para os tratamentos com TBHQ foram significativamente
menores que os valores dos tratamentos sem antioxidante e com tocoferol, estes
altimos nao apresentaram diferenca significativa entre si. Novamente, o TBHQ
mostrou ser mais efetivo na prevengéo da oxidagéo de lipideos do que o tocoferol,
nas condigoes dos experimentos, com excegao da dose 3,5 kGy no tempo zero
dias do experimento 1. A FIGURA 22 ilustra esses efeitos.
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TABELA 23. Valores de extingéo especifica a 232nm de gema de ovo liquida em
funcédo de dose de radiagéo, antioxidante e tempo de estocagem com resultados
do teste de comparacées multiplas de Student-Newman-Keuls,

Experimento 1

Extingdo especifica 232 nm
Tratamento 1 dias 20 dias
Sem antiox TC B Sem antiox TC B
GST 1,52¢ - - 1.51¢c - -
i (a) (b) (©) (a) (a) (b)
’ 2,28b 1,68 b 1,79b 2,19b 2,23b 1,93 b
(a) (b) (c) (@) (b) (c)
Ir4,5 3,31a 2,15a 1,43 a 232a 2,30 a 1,97 a
Experimento 2
Extincédo especifica 232 nm
Tratamento 1 dias 20 dias
Sem antiox TC B Sem antiox TC B
GST 1,42 ¢ - - 137 ¢ - -
4.8 (a) (a) (b) (a) (@) (b)
’ 2,28 ab2 2,25b 2,14 a 2,03b 2,03b 1,85b
e (a) (a) (b) (a) (a) (b)
' 2,34 a 2,33 a 213 a 242 a 2,38 a 2,11 a

* Letras diferentes, (acima do numero, lidas na horizontal) indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre os antioxidantes num mesmo periodo de tempo.

Letras diferentes (3 direita do numero, lidas na vertical) indicam diferenga
significativa (p<0,05) entre as doses de radiagdo num mesmo periodo de tempo

Apbés um periodo de 20 dias de armazenamento alguns tratamentos
apresentaram valores significativamente maiores para Ezz enquanto outros
mantiveram-se constantes e outros ainda apresentaram uma reducéo significativa
no valor, ndo podendo ser observada tendéncia desses resultados com o tempo
de armazenamento. Os dienos conjugados estdo relacionados as alteracdes
primarias da oxidacao de lipideos (SHAHIDI, 1 995) portanto apés um periodo de
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FIGURA 22. Valores de Exx de gema de ovo liquida em funcéo de dose de

radicéo, antioxidante e tempo de armazenamento,
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20 dias podem ter ocorrido modificagbes nesses compostos (reagdes de
formacéo, degradagéo, hidrélises) o que explicaria essas variagoes.

Pela hidrélise de proteinas do plasma da gema (por agado de papaina)
combinado com FeClz e EDTA, PIKE & PENG (1988) confirmaram oxidagao da
fracéo lipidica por meio de determinagéo de Eza2 cujos valores foram da ordem de
0,4 a 1,8. neste trabalho os valores variaram de 1,37 a 3,31(TABELA 23)

De uma maneira geral, a oxidagdo de gema liquida devido a radiag&o néo
parece ter sido extensiva, uma vez que ndo se observam valores elevados dos
indices de oxidacdo avaliados ,TBA e Ez3;, Os tratamentos irradiados mesmo sem

antioxidantes ndo apresentaram valores muito maiores daqueles encontrados na
gema sem tratamento (GST).

PIKE & PENG (1988) estudaram a oxidagédo da fragéo gordurosa de gema
liuida, devido a desnaturagdo e hidrélise das proteinas. Pela simples
desnaturagdo das proteinas, provocada pela adi¢éo de cloreto de guanidina, os
autores detectaram oxidacdo por meio de determinagéo de TBA, cujos valores de
absorbancia a 532 nm (TBA) foram da ordem de 0 a 0,35. No presente trabalho os
valores de absorbancia a 532 nm néo ultrapassaram 0,1

4.4.3. Composicio de Acidos Graxos Polinsaturados

Os cromatogramas resultantes dessas analises contém o perfil dos acidos
graxos presentes na gema, porém nossa analise restringiu-se aos acidos graxos
linolénico (C18:3), araquidénico (C20:4) e DHA (C22:6).

Os resultados relativos aos acidos graxos polinsaturados dos tratamentos
avaliados podem ser vistos na TABELA 24 Os valores encontrados representam
uma concentracdo relativa em %, estimada a partir da somatéria das areas dos
picos do cromatrograma.

De acordo com os resultados pequenas variagoes foram encontradas para

o 4cido linolénico C18:3 apresentando perdas da ordem de 0 até um maximo de

7.9 %. Porém essas variagbes dentro de cada experimentos num mesmo periodo

ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos.
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Dessa forma tanto a dose de radiagéo quanto a presencga de antioxidante nao
tiveram efeito significativo na perda de C18:3

TABELA 24. Porcentagem Relativa de Acidos Graxos Polinsaturados de amostras
de gema liquida em funcdo de dose de radiagdo, antioxidante e tempo de
armazenamento (média e desvio padrio de 2 determinacées)

Porcentagem Relativa de Acidos Graxos Polinsaturados *

Tratamento R1 R2

1 (dia) 20 (dias) 1 (dia) 20 (dias)
C18:3
GST 4,19+0,01 a 4,25 +0,01 a 4,13 + 0,06 a 4,12 + 0,06 a
Ir3,5TB 4,25+0,00 a 3,9340,32 b 4,01 + 0,04 a 3,93+0,32a
I13,5TC 421+0,02a 4,09+0,14 a 4,10 = 0,09 a 413+0,052a
Ir3,5 4,14 +£0,11 a 4,19+0,01 a 4,01 + 0,06 a 3,86 +£0,30a
Ir4,5TB 4,19 +0,04 a 4,21+0,04 a 4,03 + 0,01a 415+0,11a
Ir4,5TC 421+0,02 a 419+0,05a 410 + 0,03 a 4,10 + 0,06 a
Ir4,5 4,18 H0,01 a 4151004 a 403 + 0,01a 3,84+020a
C20:4
GST 1,61+ 0,02 a 1,59+£0,02 a 1,59+0,01a 1,54 +0,10 a
Ir3,5TB 1,50 +0,01 a 1,39+0,15a 1,40+ 0,19 ab 139+£0,15a
3,51E 1,45+0,04 a 1,42+ 0,06 a 1,49+0,13 ab 1,36 +0,10 a
Ir3,5 1,39+£0,13 a 1,47 £ 0,01 a 1,22+ 0,05b 1,20+ 0,08 a
Ir4,5TB 1,48 + 0,05 a 1,50 £0,04 a 1,55 + 0,02ab 1394021 a
Ir4,5TC 1,41 +0,08 a 1,50+0,01 a 1,563+ 0,08 ab 1,42+0,18 a
Ir4,5 1,45+0,03 a 1,49+0,01 a 1,30 + 0,06ab 1,32+ 0,08 a
C22:6 _
GST 1,20+£0,04 a 1,23+0,13a 1,13+ 0,03 a 1,18+ 0,23 a
Ir3,5TB 1,15+ 0,03 a 0,93+0,00b 0,91 £0,01 ab 0,93+0,00 a
n3.57C 1,13+0,16 a 0,97 +0,01b 1,10+ 0,06 a 091+0,10a
ir3.5 0,84+0,11b 1,01+0,08 b 0,98 +0,18 ab 0,90 +0,01 a
Ir4,5TB 1,12+ 0,01 a 1,13 +£0,09 ab 0,90 + 0,05 ab 1,02+0,10 a
Ir4,5TC 1,01 £0,05 ab 1,02+0,08b 1,06 £ 0,11 ab 1,01 +£0,02 a
ir4,5 0,88 +£0,01b 1,11 +0,03 ab 0,75+£0,21 b 0,82+0,03a

e Medias com lefras iguais nio apresentam diferen
Student-Newman-Keuls, ao nivel de 5% de probabili
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O mesmo comportamento pode ser observado para o acido araquiddnico
C20:4, que embora tenha acusado perdas maiores do que o C18:3, ainda nao
foram estatisticamente significativas, com excegao do experimento 2, tempo inicial
(zero dias) em que o tratamento Ir3,5 apresentou perda significativa em relagao a
GST. No entanto o Ir3,5 néo difere dos demais tratamentos.

O acido docosahexaenéico (DHA) C22:6, dentre os trés, o mais susceptivel
a oxidacdo devido ao seu nimero de insaturagdes, apresentou maiores perdas,
atingindo cifras da ordem de 33%.

As variagdes apresentadas foram estatisticamente significativas, com
excegdo do experimento 2, tempo de 20 dias, onde nado foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos. No entanto, as variagdes significativas
encontradas ndo estabelecem uma relagdo com os fatores estudados (dose de
radiagdo e antioxidante), ndo podendo ser definida nenhuma tendéncia. A
evidéncia comum a todas as situagoes (R1 e R2, com 1 e 20 dias) € que as
amostras irradiadas sem antioxidantes apresentaram menores valores de C22:6
em relagdo a gema sem tratamento (GST) indicando uma perda desse acido apés
a irradiagéo. Estas observactes podem ser visualizadas através da FIGURA 23.

Embora os resultados comparativos dos tratamentos avaliados para C22:6
(DHA) apresentem sob o ponto de vista estatistico resultados significativamente
diferentes, devemos com cautela verificar como é feita esta avaliagdo sob o ponto
de vista quimico.

Na cromatografia gasosa que quantifica acidos graxos desde C12:0 até
C22:6 sob as mesmas condigdes o pico do DHA elui da coluna com o tempo de
34.36 minutos. Este tempo na avaliagdo de teores da ordem de 1% do
componente resultam em um pico que na verdade aparece como Uultimo
componente em diferentes formatos. Pode-se visualizar em sua grande maioria a
presenca de um pequeno ombro € n&o um pico caracteristico gausseano (FIGURA
24 e 25). A maneira de calcular a area deste Unico pico pode ser realizada
considerando diversos formatos levando a resultados alterados. Pequenas
variagbes na demarcagdo da area repercutem em grande diferenca, uma vez que
se trata de valores da ordem de 1%. Por si s6 esses valores estdo dentro do erro
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metodoldgico, considerado como diferencial sob o ponto de vista estatistico.

A adicdo de antioxidante em gema liquida, portanto, ndo teve efeito
significativo, na prevencéo de oxidagéo de C22:6 induzido pela radiagao.

GUARDIOLA et al. (1997) avaliaram a perda de &cidos graxos
polinsaturados (PUFA) durante a Sécagem e armazenamento de gema em po,
adicionada de antioxidantes, galato de propila (PG) , a-Tocoferol (a=T) juntamente
com de Ascorbil Palmitato (AP). PG pareceu levemente efetivo, prevenido perdas
de PUFA, enquanto uma combinagédo de a-T com AP indicou um leve efeito pro-
oxidante a 100 e 200ug/g.

DU & AHN (2000) relataram perda significativa de PUFA (C18:3, C20:4 e
C22:6) em gema em p6 irradiada (2,5 e 5,0 kGy). A prévia adicdo de antioxidante,
vitamina E e BHT, nao foi eficiente em prevenir as perda desses acidos, induzidas
pela irradiagdo. Para as amostras controle os valores de C18:3, C20:4 e C22:6
foram de 2,59%, 4,58% e 2,46%, respectivamente, enquanto que para as
amostras ap6s irradiagéo com 2,5 e 5,0 kGy os valores foram de 2,02, 3 49 ,1,96%
e 1,55, 3,07, 1,77%, respectivamente.

No presente trabalho, os resultados nao apontaram perda significativa dos
acidos C18:3 e C20:4 indicando que a oxidacao induzida pela irradiagdo em gema
liquida néo teve efeito tao extensivo quanto para gema em p6 irradiada.

TERAO et al. (1987) avaliaram a peroxidag&o em ovo em pd, medindo entre
outros parametros de oxidagdo, a perda de Aacidos graxos nos fosfolipideos, e
concluiram que ovo em pé é altamente oxidado e muito susceptivel a oxidagado
quando comparado com ovo cru (MARSHALL et al. 1994). Este fato esta
relacionado a estrutura dos fosfolipideos na gema crua que protege contra a
oxidagéo. Os fosfolipideos estao entrelagados no exterior da estrutura micelar das
LBD e essa compacta superficie previne o contato do oxigénio e radicais livres
com o centro lipidico da particula. A secagem por spray-drier leva a uma ruptura
dessa estrutura das LBD e consequentemente, a exposicdo dos lipideos a
oxidagéo.
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Figura 23. Comparagdes multiplas para a porcentagem de C22:6 na gema liquida
sem tratamento e sob irradiacdes de 2,5kGy e 4,5kGy associadas a antioxidantes
observados em dois tempos de armazenamento, em dois experimentos.
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Figura 24. Cromatograma da composicdo de acidos graxos de gema de ovo com
tocoferol (300ug/g) e irradiada com dose de 3,5kGy (R2,T0)

Figura 25 Cromatograma da composi¢do de acidos graxos de gema de ovo
iradiada com dose de 3,5 kGy (R1,T0)
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Essas observagées foram comprovadas por PIKE & PENG (1988) que
induzindo a desnaturagdo e ou hidrélise das proteinas de gema, constataram um
incremento na oxidagéo dos lipideos, medido por meio de valor de TBA e Eas.
Os autores sugeriram que as proteinas da gema mantidas na sua forma nativa
oferecem uma condigao fisica espacial protetora aos lipideos. Essa capacidade
protetora foi atribuida ao modelo de estrutura das lipoproteina sugerido por COOK
& MARTIN (1962), que localiza os lipideos nao polares, tais como triacilglicerdis,
colesterol esterificado no centro de uma estrutura esférica, a qual é envolta por
fosfolipideos e colesterol com a porcao polar desses compostos direcionada para
a fase aquosa. As moléculas de proteinas também se localizam na superficie com
porcées de peptideos nédo polares entrelagados com o centro lipidico.

De fato, seria esperado uma oxidagcdo extensiva na gema liquida devido a
presenca de aproximadamente 50 % de agua, a qual sob radiagdo gama, forma
diversos compostos de natureza altamente reativa. No entanto o nivel de oxidagao
na gema liquida irradiada medida por meio de TBA e E232, e perda de Acidos
Graxos Polinsaturados parece nao ter sido extensiva, os valores desses indices,
para gema irradiada, mesmo sem antioxidante, nao apresentaram grandes
diferencas em rela¢so a GST.

4.4.4. ANALISE SENSORIAL

Por meio de teste de diferenga do controle os atributos cor e odor das
gemas sob os diferentes tratamentos foram avaliados sensorialmente.

Empregou-se o teste de Dunnett para comparagcéo das médias das notas
dadas aos atributos cor e odor dos diferentes tratamentos, em relagdo a uma
gema padrdo (GST) ao nivel de 5% de significancia. Os resultados para os
atributos cor e odor séo apresentados nas TABELAS 25 e 26 respectivamente.

Todos os tratamentos apresentaram diferenca significativa em relagso a
GST, indicando que a irradiagdo induziu a perda de cor das gemas, e os
antioxidantes empregados ndo foram eficientes para prevenir totalmente esse
efeito.
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No entanto, o bloco dos tratamentos com 3,5 kGy apresentaram notas mais
préximas do padréo do que o bloco das gemas irradiadas com 4,5 kGy, indicando
que a perda de cor aumenta com o aumento da dose de radiacao.

Entre os tratamentos irradiados com dose de 3,5 kGy, recebeu menor nota
(nos dois experimentos) aquele com adigdo de TBHQ. O mesmo ocorreu para 0s
tratamentos com dose de 4,5 kGy. Isto mostra que o TBHQ, apresentou um
discreto efeito protetor, prevenindo levemente a oxidagéo dos carotendides.

As médias obtidas pelos tratamentos com adigdo de tocoferol , foram, em
geral, ligeiramente maiores que as médias do tratamento sem antioxidante,
sugerindo um discreto efeito pré-oxidante. Esse fato foi observado e discutido
anteriormente (item4.4.1).

TABELA 25. Teste de comparagdes de DUNNETT entre valores médios de cor
para gemas irradiadas com e sem antioxidantes.

Experimento 1 Experimento 2

1 dia 20 dias 1 dia 20 dias

Tratamento | (dms=0,97) (dms = 1,00) (dms = 0,95) (dms = 0,83)
média GST: 0,48 média GST: 0,36 | média GST. 0,29 media GST:0,27

Ir3,5TB 2,36 2.59™ 1,63*** 2,36
Ir3,5TC 3,24 4,00™™* 2.58™ 3,68™**
ir3,5 3,60 W 3,04 2.7
iIr4,5TB 3,24*** 4,05 3,04 2,68™*
ir4 5TC 3,84 4,96™* 3,96 3,68
ir4,5 4,08 4,55 3,67 3,59"**

*=* comparagdes significativas ao nivel de 5%

MA et al. (1990) observaram perda de coloragdo de gema apés irradiagao.
KATUZIN-RAZEM et al. (1992) encontraram que a perda de carotendides foi
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positivamente correlacionada com a dose de radiagéo, e sugeriu que os radicais
livres induzido pela irradiagéo podem ter contribuido para destruicdo desses
compostos.

A cor da gema é dependente da concentragéo e tipo de carotendides, os
quais contém insaturagdes em sua estrutura e podem ser oxidados pelo mesmo
mecanismo de oxidagdo de lipideos, perdendo a caracteristica de coloragédo
amarela. DU & AHN (2000) observaram uma perda de cor da gema em p6
irradiada, porém, nos tratamentos com adicdo de antioxidante (vitamina E e BHT)
constataram um ligeiro efeito protetor reduzindo a destruicdo dos carotendides.
Relataram ainda, um aumento do valor do parametro "a", referente a cor vermelha
de medida de cor, e sugeriram que o antioxidante preveniu a perda de
corotendides. No entanto, a presenca dos antioxidantes pode n&o ser o tnico
motivo de um aumento no valor do parametro "a" , mas também a presenca de
produtos de reagdo de Maillard, que se forma em gema de ovo em poé
(GUARDIOLA et al, 1997)

TABELA 26. Teste de comparacoes de DUNNETT entre valores médios de odor
para gemas iadiadas com e sem antioxidantes.

Experimento 1 (E1) Experimento 2 (E2)

1 dia 20 dias 1 dia 20 dias

Tratamento (dms = 1,14) (dms = 1,22) (dms = 0,97) (dms = 0,93)
media GST:0,12 média GST:0,23 | média GST:0,21 média GST:0,27

Ir3,5TB 4. 80*** W 5,04*** 4 86***
Ir3,5TC 4,32*** 4,23 3,88*** 350"
Ir3,5 4,00*** 4 32*** 3. 254 2.368™*
Ir4, 5TB 5,32 5,18" 552 5.23%
Ir4, 5TC 4,48*** 5,05 4,84*** 3,42***
Ir4,5 4,36™ 4 23** 4,63** 3,41

*** comparagdes significativas ao nivel de 5%
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Pelo teste de Dunnett todos os tratamentos foram significativamente
diferentes do padrao, isto é, apresentaram "off flavor" em relagdo ao padréao,
induzido pela radiagdo, e os antioxidantes ndo foram efetivos para evitar a
formagédo desses odores.

Os tratamentos Ir3,5 e Ir3,5TC receberam as menores notas, portanto mais
préximas do padrdo, Ir4,5 e Ir4,5TC receberam notas intermediarias, porém
préximas de Ir3,5 e Ir3,5TC. Nas quatro situagées (E1 e E2, nos tempos T=1e
T=20 dias). As amostras Ir4,5 TB seguida de Ir3,5TB apresentaram as maiores
notas, distanciando-se da amostra padrao, indicando maior intensidade de odores
estranhos. As tendéncias permaneceram as mesmas para os dois periodos de
analise (1 e 20 dias) e foram confirmadas pela repeticdo do experimento (E1 e
E2).

O grau de diferenga encontrado entre as amostras sugere que a
intensidade de "off flavor" aumenta coma dose de radiagao.

O TBHQ parece ter contribuido para a intensidade dos odores, pois as
amostras irradiadas com 3,5 e 4,5 kGy (sem antioxidante) receberam menores
notas do que as correspondentes com TBHQ, por outro lado ele se mostrou
efetivo na prevengéo de oxidagéo de lipideos, baseado nos resultados de TBA e
E., dos diferentes tratamentos. De fato ndo houve nenhuma ocorréncia de
identificagcdo dos odores da gema com rancidez, por parte dos provadores,
inclusive durante as sessdes de treinamento, o que sugere que os odores
formados devido a irradiagdo nao foram provenientes da oxidagéo de lipideos.

AHN et al. (1999) sugeriram que compostos volateis responsaveis pelo "off
flavor' em carne irradiada foram produzidos pelo impacto da radiagéo nas
moléculas de proteina e lipideos, porém séo diferentes daqueles que provém da
oxidacgéo de lipideos.

Compostos volateis de emulsdes irradiadas (0; 2,5 ; 5,0 ou 10 kGy)
contendo aminoacidos glutationa, albumina bovina, gelatina ou proteina miofibrilar
foram analisados. Verificou-se que a radiagdo incrementou a produgéo de
aldeidos como hexanal, heptanal, octanal e nonanal, indicando que a oxidacao
lipidica na emuls&o foi acelerada pela irradiago. A irradiagdo, produziu por
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degradagéo radiolitica, outros compostos volateis a partir de emulsdes contendo
leucina, valina, isoleucina, fenilalanina, metionina ou cistina. Isso indica que a
radidlise de proteinas pode ocupar um importante papel na formacao de odores
em produtos protéicos como carnes e ovos (JO & AHN, 2000).

E possivel que os antioxidantes tenham exercido algum efeito preventivo na
formacéo de "off flavor", proveniente da oxidag&o de lipideos, no entanto, este
efeito seria mascarado pela presenca de outros volateis formados a partir de
outros compostos n&o lipidicos, cuja formagdo independe da acao de
antioxidantes.

Pouca informacéo existe sobre a formacdo de odores em alimentos
irradiados, mais estudos s&o necessarios para conhecimento de sua procedéncia
€ por quais mecanismos s&o gerados, para que agbes possam ser tomadas no
sentido de evitar sua formagdo, melhorando a qualidade organoléptica de
alimentos irradiados.
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. CONCLUSAO

O processo de radiagdo gama mostrou-se eficiente para conservagéo de
gema liquida. Uma dose de 1,5 kGy foi suficiente para destruir Staphylococcus
aureus em gema liquida num nivel de contaminagéo de 410 UFC/g. Existe uma
dose minima de radiagdao gama entre 1,5 e 2,5 capaz de destruir Salmonela
Enteritidis em um nivel de contaminagédo de 750 UFC/g.. Os microrganismos
psicrotréficos incubados a 7°C/10 dias sdo os que limitam a vida util de gema
liquida pasteurizada e irradiada.

O processo de radiagdo gama em niveis de dose até 3,5 kGy podera ser
empregado como um processo alternativo a pasteurizagdo térmica para
conservacado de gema liquida, com a vantagem de estender a vida util desse
produto até 3 vezes mais daquela oferecida pela pasteurizagao térmica (PT),
sendo 4 dias para gema PT , 8 e15 dias para as gemas irradiadas a 2,5;e 3,5
kGy respectivamente

As propriedades funcionais de gema liquida irradiada e gema PT foram muito
semelhantes aquelas da gema sem tratamento (GST). Gemas irradiadas com
dose de 3,5 e 4,5 kGy apresentaram uma redugdo na capacidade de
emulsificacdo (pH aproximado de 6,5) e do indice de atividade de
emulsificagdo.. A perda de cor para gema irradiada com 2,5 kGy nao foi
significativa.

A irradiagéo causou oxidagéo da fracédo lipidica da gema irradiada. A presenga
de TBHQ contribuiu para prevenir oxidagdo significativamente, tanto dos
lipideos como dos pigmentos, (carotendides), enquanto que o Tocoferol ndo
apresentou nenhuma atividade antioxidante.

Tanto o TBHQ quanto o Tocoferol ndo apontaram nenhum efeito para evitar a
formacéo de odores estranhos nas gemas irradiadas. Os odores estranhos néo
foram relacionados com odor oxidado ou rancidez pela analise sensorial.
Essas duas evidencias sugerem que os odores estranhos teriam outra origem
e nao aquela de oxidagao dos lipideos.
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7. APENDICE

TABELA A1. Contagem de Meséfilos totais, psicrotréficos e bolores e leveduras de 8

lotes de gema liquida pasteurizada termicamente (valores observados)

MESOFILOS

Tempo

(dias) he L3 L4 L5 L6 L7 L8
0 8510 3,010 3,010 6,010 5510 7,510  1,0.10° 6,0.10
2 54.10° 1,1.10° 4,1.10>° 2510>° 9,010 24.10>° 2410° 24.10°
4 2510° 1,410 2310* 2910° 1210° 8010° 16.10° 28.10°
6 85140° 1910° 4110° 28140 §57140° 4640° 3040° 1340°
8 69.10° 6,010° 13107 2410° 9010° 6,3.10° 5410 1,7.107

PSICROTROFICOS

Tempo

(dias) LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
0 4,0.10 5010  3,0.10 2010 2010 2010 <10 2,0.10
2 3,710 1,1.10° 1,410° 24.10* 4510° 2210° 14.10° 4,0.10°
4 8,5.10° 47.10° 4310° 2810* 1810° 2510* 6,1.10° 21.10°
6 15.10° 15107 1,010° 4810° 5410° 1,210° 1310° 9,7.10°
8 8510 1,1.10° 56.10° 2,510° 1,3.10° 33107 1210°® 4,310’

BOLORES E LEVEDURAS

T(:::)o LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
0 6,010 16.10° 5010 2210° 7,010 1,3.10® 13.10° 8,0.10
2 6,1.102 3,9.10® 6210° 5010  2,510° <10 2910 1,6.10°
4 26.10° 8,0.10° 1,8.10* 33.10° 1,010 8,0.10®° 34.10° 87.10°
6 15.10° 1,3.10° 3,7.10° 3,1.10° 24.10° 88.10* 2,9.10° 4,0.10°
8 7.8.10° 7,010° 1710° 16.10° 5310° 1,810° 5510° 1,8.10°
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TABELA A2. Contagem de meséfilos totais, psicrotréficos e bolores e leveduras
de 8 lotes de gema liquida Irradiada com 2,5 KGy (valores observados)

MESOFILOS
T(zgg)" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
0 2010 2510 5010 1,510 3,010 3,010 3,010 4,010
3 3,010  2,0.10 <10 4,0.10 <10 3,010 3,010  3,0.10
6 <10 2010 2510 2,010 2510 4,010 3510 3,010
8 1,010 1,510 1,5.10 <10 <10 <10 2,010  2,0.10
10 2510 1510 1,5.10 <10 3.10 <10 1,510  1,5.10
12 1510 2,010 1,510 2,0.10 8.10 <10 7,510  6,0.10
14 2,210° 1,510° 4,510 <10 2.10 <10 48102 2,1.10°
PSICROTROFICOS
T(gf‘;g)" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
0 <10 <10 <10 <10 <10 <10 2,010 2,0.10
3 <10 <10 3,0.10 <10 <10 2,010 1,210 <10
6 2,5.10° 4,8.10° 29.10* 2,0.10 <10 <10 7,0.10°  9,0.10?
8 1,210°  9,1.10° 4,310° 34.10° 2510° 4,010° 3,1.10° 45.10°
10 3,4.10° 4210° 4810° 6,010° 4510° 33.10° 20.10° 53.10°
12 12100 1,910 1,3.10° 50.10° 1,3.10° 8310° 57.10° 5,0.10°
14 1,9.10" 3,010° 3,1.10" 27.10° 50.10° 3,010° 2510° 5,8.10°
BOLORES E LEVEDURAS
_T(z'[’a’g)" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
0 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
3 <10 <10 <10 <10 <10 <10 8,0.10 <10
6 4010 1,1.10° 1,510®° 2010 3,010 2,010 3,1.10° 3,2.10°
8 1,9.10* 58.10° 3510° 5010 5010 1,2.10° 3210° 4,1.10°
10 46.10* 27.10° 2910° 29.10° 1210° 2510° 86.10* 3,9.10°
12 41.10° 3410° 3210° 2010° 13.10* 3810° 6,910° 4910°
14 5510° 53.10* 3510° 1,010° 2010° 1510° 2,010° 4,2.10°
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TABELA A3: Contagem de mesofilos totais, psicrotréficos e bolores e leveduras

de 8 lotes de gema liquida Irradiada com 3,5 KGy (valores observados)

MESOFILOS

T(ﬁgg)" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
1 <10 <10 <10 <10 <10 6,0.10 <10 <10
3 <10 <10 2,5.10 <10 <10 <10 <10 <10
6 <10 <10 6,5.10 <10 <10 <10 <10 1,5.10
9 <10 2,010 5010 1,510 4,010 15.10 <10 <10
12 7510 1,010  25.10 <10 7510 1,3.10° 6,010 1,0.10%
18 <10 <10 <10 3,0.10 2.5.10 <10 <10 <10
18 <10 <10 <10 1,5.10 <10 <10 2,0.10 <10
21 4,0.10 <10 <10 6,010 1,510 2,0.10 <10 2,0.10

PSICROTROFICOS

Tempo |, L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8

(dias)
1 2,0.10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
3 <10 <10 2,0.10 <10 <10 <10 2,0.10 <10
6 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 3,0.10
9 <10 <10 <10? <10? 2,5.10 <10 <10 4,9.10°
12 <10 4510% 1,2.10° <10 2410° 7,010° 1,3.10° 5,3.10°
15 2,5.10° 1,310 92.10° <10 7.9.10* 2,1.10* 68.10* 18.10*
18 11104 1,7.10° 9,3.10° <10 17.10° 1510° 1,1.10° 13.10°
21 17.10° 6210° 5010° 5210° 26.10° 57.10° 3,0.10° 2,210°

BOLORES E LEVEDURAS
Tempo | L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
(dias)

1 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
3 <10 <10 <10 2,0.10 <10 <10 <10 <10
6 <10 1,1.10* 3,010 <10 <10 <10 <10 <10
9 <10 <10 <10 <10 2,4.10% <10 6,0.10 <10
12 <10? 8,5.10° 7.56.10° <10 5,2.10° <10 1,4.10°  3,0.10°
15 15.10> 1,8.10°* 7,0.10° <10 88.10* 2,010* 54.10° 2,0.10°
18 12.10* 1,2.10° 9,5.10° <10? 1,010° 12.10° 7,9.10° 1,0.10°
21 1,710° 3.4.10° 4610° 7,010° 2910° 49.10° 39.10° 2510°
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TABELA A4. Contagem de meséfilos totais, psicrotréficos e bolores e leveduras
de 8 lotes de gema liquida Irradiada com 4,5 KGy (valores observados)

MESOFILOS
T(ggg)‘" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
1 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
3 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
6 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 2,0.10
9 <10 3,5.10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
12 4510 1,5.10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
15 <10 2,5.10 <10 5,5.10 <10 2,0.10 <10 <10
18 <10 2,0.10 <10 4,9.10° <10 <10 <10 <10
21 1,110 4,010 1,1.10* 8,7.10° 1,4.102 <10 1,5.10 <10
PSICROTROFICOS
_T(ggg)" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
1 <10 <10 <10 <10 2,0.10 2,0.10 <10 <10
3 3,010 3,010 <10 <10 <10 <10 <10 <10
6 <10 2,010 2,0.10 <10 <10 <10 <10 <10
9 <10? <10? <102 <102 <102 <102 <102 <10?
12 <10* 15102 <102 <10? <10  1,010° 2,5102 <102
15 <10°  50.10° <102 90102 <102 3,0.10* 1,6.10* 8,5.102
18 <10 2,010° <102 1210° <102 16.10° 1,1.10° 2,7.10°
21 <10®>  7,010° 2,0.102 20.10° 1,5.10° 3,4.10° 3210° 3,8.10°
BOLORES E LEVEDURAS
T(g:’a‘g)" LI L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
1 <10 <10? <10 2,0.10 <10 <10 2,0.10 <10
3 <10 2,0.10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
6 <10 3.3.10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
9 <10 2,0.10 <10 <10 <10 <10? <10 3,0.10
12 <10 7,0.10 <10 <10 <10 9,010 6,0.10° <10
15 <10° 2510 2,0.10° 2,210° 1,5.10° 2,010* 1,0.10° 2,3.10°
18 <10°  1,3.10° 1,3.10° 6210° 27.10° 3,3.10° 7.6.10° 3,2.10°
21 15.10° 4310° 3,7.10° 2,1.10° 1.4.10° 2,710° 29.10° 4,4.10°
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TABELA A5. Média, desvio padrdo da média, valores minimo e maximo e,
coeficiente de variagdo do logaritmo decimal (logio) das contagens totais de
mesofilos, psicrotréficos e, bolores e leveduras em uma amostra de 8 lotes de

gemas liquidas pasteurizadas termicamente (PT) em diferentes tempos de
armazenamento (dias)

Valor Valor Média Desvio Coeficiente
MICROORGANISMOS Minimo  Maximo Padrao 4
da Média Variagdo(%)
0 dia de prateleira
Mesoéfilos 1,48 2,00 1,76 0,07 3,87
Psicrotréficos 1,00 1,70 1,37 0,08 5,60
Bolores e leveduras 1,70 2,34 2,00 0,08 3,96
2 dias de prateleira
Mesoéfilos 1,95 2,73 2,36 0,09 3,90
Psicrotréficos 2,04 3,34 2,74 0,16 5,72
Bolores e leveduras 1,00 2,79 2,24 0,22 9,67

4 dias de prateleira

Mesoéfilos 3,46 5,40 450 0,24 5,33
Psicrotréficos 4 40 5,93 5,31 0,21 3,92
Bolores e leveduras 2,90 453 3,81 0,18 478

6 dias de prateleira

Mesoéfilos 4 45 6,48 5,61 0,21 3,76
Psicrotroficos 6,08 7,18 6,87 0,13 1,91
Bolores e leveduras 494 6,11 547 0,12 2,20

8 dias de prateleira

Mesoéfilos 6,38 7.73 6,98 0,14 2,00
Psicrotréficos 7.40 8,11 7.81 0,10 1,23
Bolores e leveduras 6,20 6,89 6,52 0,11 1,66

189



TABELA A6.. Média, desvio padréo da média, valores minimo e maximo e,
coeficiente de variagdo do logaritmo decimal (logo) das contagens totais de
mesofilos, psicrotroficos e bolores e leveduras em uma amostra de 8 lotes de
gemas liquidas irradiadas na dose 2,5 kGy em diferentes tempos de
armazenamento (dias)

Valor Valor Desvio Coeficiente de
MICROORGANISMOS Minimo Maximo Média Padrio da variagio(%)
Média
0 dia de prateleira

Meséfilos 1,18 1,70 1,45 0,06 3,96

Psicrotréfico 1,00 1,30 1,08 0,05 4,57

Bolores e leveduras 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00
3 dias de prateleira

Mesofilos 1,00 1,60 1,35 0,08 6,07

Psicrotréfico 1,00 2,08 1,23 0,14 11,13

Bolores e leveduras 1,00 1,90 1,11 0,11 10,11
6 dias de prateleira

Meséfilos 1,00 1,60 1,38 0,07 4,77

Psicrotré4fico 1,00 4,46 2,58 0,42 16,43

Bolores e leveduras 1,30 2,60 1,99 0,20 9,84
8 dias de prateleira

Meséfilos 1,00 1,30 1.12 0,05 4,30

Psicrotréfico 2,40 5,96 4,42 0,42 9,50

Bolores e leveduras 1,70 4,28 2.77 0,34 12.15
10 dias de prateleira

Meséfilos 1,00 1,48 1,20 0,06 4,98

Psicrotréfico 3,65 6,78 5,85 0,41 7,03

Bolores e leveduras 3,08 4,93 3,88 0,25 6,58
12 dias de prateleira

Meséfilos 1,00 1,90 1,44 0,13 8,75

Psicrotréfico 511 7,28 6,46 0,29 4.46

Bolores e leveduras 3,30 5,84 4,40 0,39 8,97
14 dias de prateleira

Mesofilos 1,00 3,32 1,93 0,30 15,34

Psicrotrofico 4,70 7,49 6,63 0,36 5,37

Bolores e leveduras 3,00 6,30 4,55 0,44 9,75
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TABELA A7. Média, desvio padrao da média, valores minimo € maximo e,
coeficiente de variagdo do logaritmo decimal (log1o) das contagens totais de
mesofilos, psicrotréficos e bolores e leveduras em uma amostra de 8 lotes de
_gemas liquidas na dose 3,5 kGy em diferentes tempos de armazenamento (dias)

Valor Valor Desvio Coeficiente de
MICRORGANISMOS Minimo Méximo Média Padrioda ... cao(%)
Média
1 dia de prateleira
Mesofilos 1,00 1,78 1,10 0,10 8,88
Psicrotréfico 1,00 1,30 1,04 0,04 3,61
Bolores e leveduras 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00
3 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 1,40 1,05 0,05 4,76
Psicrotrofico 1,00 1,30 1,08 0,05 4,57
Bolores e leveduras 1,00 1,30 1,04 0,04 361
6 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 1,81 1,12 0,10 8,95
Psicrotréfico 1,00 1,48 1,06 0,06 5,66
Bolores e leveduras 1,00 2,04 1,19 0,14 11:36
9 dias de prateleira
Mesoéfilos 1,00 1,70 1.25 0,10 7,64
Psicrotrofico 1,00 3,69 1,76 0,34 19,49
Bolores e leveduras 1,00 2,38 1,27 0,19 14,75
12 dias de prateleira
Meséfilos 1,00 2.11 1,63 0,16 9,56
Psicrotréfico 1,00 3,72 2,60 0,37 14,12
Bolores e leveduras 1,00 3,72 2,40 0,35 14,66
15 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 2,40 1,24 0,18 14,31
Psicrotréfico 1,00 4,90 3,72 0,47 12,76
Bolores e leveduras 1,00 4,94 3,45 0,51 14,69
18 dias de prateleira
Mesoéfilos 1,00 1,30 1,06 0,04 3,86
Psicrotrofico 1,00 6,23 5,10 0,64 12,65
Bolores e leveduras 2,00 6,28 4,80 0,66 13,71
21 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 1,78 1,27 0,10 8,13
Psicrotrofico 3,72 6,79 6,18 0,36 5,80
Bolores e leveduras 2,40 6,69 5,68 0,58 10,14
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TABELA AS. Média, desvio padrdo da média, valores minimo e maximo e,
coeficiente de variacao do logaritmo decimal (log1o) das contagens totais de
mesofilos, psicrotréficos e bolores e leveduras em uma amostra de 8 lotes de
gemas liquidas irradiadas na dose 4,5kGy, em diferentes tempos de
armazenamento (dias)

Valor Valor Média P:::;‘::a Coeficiente de
MICROORGANISMOS Minimo Maximo Média variacdao(%)
1 dia de prateleira
Mesoéfilos 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00
Psicrotréfico 1,00 1,30 1,08 0,05 4,57
Bolores e leveduras 1 ,00 2,00 1,20 0,12 10,33
3 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00
Psicrotrofico 1,00 1,48 1,12 0,08 7,01
Bolores e leveduras 1,00 1,30 1,04 0,04 3,61
6 dias de prateleira
Mesdfilos 1,00 1,30 1,04 0,04 3,61
Psicrotréfico 1,00 1,30 1,08 0,05 4,57
Bolores e leveduras 1 ,00 1,52 1,07 0,07 6,10
9 dias de prateleira
Mesodfilos 1,00 1,54 1,07 0,07 6,32
Psicrotréfico 2,00 2,00 2,00 0,00 0,00
Bolores e leveduras 1,00 2,00 1,22 0,13 10,51
12 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 1,65 1,10 0,08 7.35
Psicrotréfico 2,00 3,00 2,20 0,13 5,71
Bolores e leveduras 1,00 2,78 1,45 0,24 16,49
15 dias de prateleira
Mesodfilos 1,00 1,74 1,18 0,10 8,31
Psicrotréfico 2,00 4,48 2,91 0,34 11,86
Bolores e leveduras 2,00 4,30 3.11 0,29 9,34
18 dias de prateleira
Mesofilos 1,00 3,69 1,37 0,33 24,24
Psicrotréfico 2,00 6,20 4,13 0,70 17,03
Bolores e leveduras 2,00 5,88 4,29 0,54 12,66
21 dias de prateleira
Mesoéfilos 1,00 3,94 1,87 0,34 18,21
Psicrotréfico 2,00 6,58 4,66 0,72 15,40
Bolores e leveduras 2,18 6,64 4,80 0,59 12,22
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TABELA A9: Estimativa dos parédmetros, erro padrao assintético e intervalo de
confianga assintético ao nivel de probabilidade de 95%, de modelos de regresséo
ajustados ao logaritmo decimal (logi) das contagens totais de Mesdfilos,
Psicrotréficos e Bolores e Leveduras em uma amostra de 8 lotes de gemas
liquidas pasteurizadas termicamente e irradiadas nas doses 2,5 kGy, 3,5 kGy e
4 ,5kGy.

Intervalo de
TRATAMENTO  MICROORGANISMOS Parémetros Estimatva  Erro Confianca
Assintético ao nivel
padrao .
~ de probabilidade de
assintético 95%
Limite Limite
Inferior Superior
Pasteurizagdo Mesofilos o 6,19 0,24 5.71 6,67
Térmica (dm=1,01) B 4,59 0,36 3,86 5,31
sse 9,01
Psicrotréficos o 7,21 0,14 6,94 7,49
(dm=0,83) B 3,82 0,20 3,41 4,24
sse 6,10
Bolores e o 5,83 0,24 5,35 6,31
Leveduras
(dm=0,86) B 5,95 0,45 5,04 6,86
sse 6,60
2,5 kGy Psicrotréficos o 6,08 0,25 5,57 6,59
(dm=1,82) B 14,13 1,80 10,52 17,75
Sse 42 98
Bolores e o 3.81 0,24 3,34 4,28
Leveduras
(dm=1,60) B 16,36 3,00 10,34 22,38
Sse 33,09
3,5kGy Psicrotréficos o 6,36 0,53 5,30 7,43
(dm=1,98) B 15,53 2,43 10,66 20,39
Sse 58,85
Bolores e o 6,03 0,60 4,84 7,23
Leveduras
(dm=2,12) B 17,19 3,00 11,20 23,18
Sse 6,03
4 5kGy Psicrotroficos o 430 0,53 3,25 5,39
(dm=2,10) B 12,91 3,25 6,41 19,40
Sse 68,10
Bolores e o 4,02 0,29 3,44 4,60
Leveduras
(dm=1,76) B 26276 57,04 148,74 376,77
Sse 46,55

sse = soma de quadrados do erro. (dgz=semi ampolitude do intervalo de confinga (LS - LI) para
o verdadeiro valor do log 10 da contagem total ao nivel de probabilidade de 95%- o pEm—
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