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RESUMO

A extracioc do colesterovl dsa gema desidratada de ovo de
galinha foi pesquisada wuwillizando acvetona como solvenite. Um
planejamento fatorial foi aplicado para detersinac3o das varidveis
{razio da massa do solvente para massa de sdlida, L/Gs
temperatura, T; velocidade de agitacdo, N & tempo de contato, t)
mais significativas no rendimento da extragdo do colestercl.
Usanpdo as varidvels mais importantes, um planejamento rotacional
de segunda ordem foi realizado para otimizacdo do rendimento do

colesteral por andlise da superficie e contorno da resposta. O

equilibric "prético® de fases e simulaclc de um sistema de
extracio multiestagioc contracorrente foram estudados a 25%%¢ y 15
minutos de contato e 180 rpm. £ guantidade de colestsrol e

foefolipidens extraida © & sstabilidade da emuislo de smaionese
foram avaliadas nas condigdes de equilibric ‘“Ypratice”. Um  teste
‘sensorial foli reslizado para verificar a adequaclo do wuso da gesma
desidratada com baixo teor de colesterol COma agente

emulsificants.

Os resultados mostraram gue as variliavels importantes no
rendimentc de extracio do colestercl foram /8 e T, s modelo
de segunda ordem ajustou-se bem aos dades expegrimentais (R%=
B,998), & as correspondentes superficie e contorno de resposta
indicaram gque maiores rendimesntos podem ser obtidos com a elevagio
de L/S v diminuicdo da T. Do estudo de equilibric foi verificado
gue a sclucfo de extrato retida pelos sdlidos inertes ¢ constante
g gue a fraclou miéssice do soluto {Yn) no refinado &€ maior gque a3
fraclio massica do snlutn na extrato (Xn}* A simelacio de um
sivtema multiestigio contracorrente mostrou a viabhilidade de
obter alto rendimento na extracio do colesterol {(88-98%), variando
a relscBo L/S g o ndmers de estédgicos. A sstabilidsde das enulsdes
de maionese nas condicdes de egquilibric "pritico” nle  foram

significativamente diferentes da obtida ¢tom a gema controle



(desidratada sem extracio de colesterol). B teste sgsensorial 0

produto  foi considerado acsitével por Cerca te S5% dog

consumidores. Os reswultados globais indicaram este proceEsso  como

uma promissora tecnologia.

Vi



SUMMARY

The extraction of cholesterol from dehydrated egg yolk
from hen’'s egg was searched; using acetone as solvent., A& Ffatorial
design was applied for determination of the significative
variables {solventrssonlids mass ratio, L/5; temperature, Ts
stirring speed, N and contact time, t} on cholestercl yield. Using
the most important variables a rotable second-order design was
carried out for the optimization of cholesterol vield by response
surface and contour analysis. "Pratical® phase equilibrium and
simulation of multistage countercurrent extraction system were
studied at ZBQC, 13 minutes of contact time and 188 rpm.  The
cholesterol and phospholipid contents and the emulsion stability
of mayvonnaises were determined at “pratical” aguilibrium
conditions. A sensorial test was carried out for checking the
suitability of the low cholesterol dehvdrated egg volk as  an

emilsifying agent in mavonnalises.

The results showed that the most significant variables
wera: L/ and T. A second-order model fitted well the experimental
points (Rz= 2,998}, and the corresponding reszponse surface  and
contour indicated that the highest cholesterol yvisld was obtained
by rising the L/5 and decreasing the temperature. From eguilibrium
studies it was verified that the retention of sxtract scluticon by
the inert solids is constant, and the solute mass fraction of
raftffinats (Yn) is higher than the sclute mass fracticn of the
extract (Xh). The simulation ef multistage countercurrant
pitraction system showed that it is possible +o obtain higher
cholesterol vield {80-98%) by changing the L/5 and stage numbers.
The stability of mavyornnaise emulsions in the equilibrium
conditions was Not significantly different in  comparison  with
that obtained with the egg vyolk control {without cholesterol
extraction). From the sensorial tests the product was considersd
acceptable for sbout S3% of the consumers. The overall results

indicate this process as a promizing technology.

vil



1-0BJETIVOS

Na tentativa de obter—-se gema desidratada do  ovo de
galinfha com bsixa concentracio de colestercl e manutencio das

propriedades emulsificantes, esta pesquisa tem como objetivos:

- Modelagem matemdtica de extracdo do colesterol via analise de

superficie de resposta,

- Obtencio das concentracdHes de colesterol no equilibrie
"pratico” {ou equilibrioc dependente das condicdes gperaciconais  do
processo, cbimizadas pela andlise de superficie de resposta)l sntre

as fases do sistema:r refinado-extrato.

~ Depterminacdo do ndmero de estigios tedricos mediante simulacio

de um sistems de extracdo multiestégioc contracorrents.

- fBvaliaglo da capacidade emulsificante da gema residual em fungBo

dos niveis de colesterol e fosfolipidecs extraidos.

— Pe acordo com a avalisclo do item anterior, detsreinar &
conrentracio maxima de colestercl que pode ser extraida  sem

comprometer a propriedade emulsificante.

-~ Testar & acgitacio do produto, mediante teste sensorial,
utilizando condigdes de méxima extracBo, na formulacin cle

maioness.



2~ INTRODUGEAD

O ove de galinha € um alimento que contém protefinas de
alto valor hioldgico, vitaminas, sals minerais e a gems constitul
uma notiavel fonte lipoprotdéica, STADELMAN & COTYERILL (1984). Por
esta rigueza em nutrientes, os ovos & seus produtos derivados sio
imporiantes para & saltde bumana, porém estio asujeitos a
detericoracio quimica =2 microbiana & um dos meios para evita-la =
prolongar sua vida Gtil ¢ & secagem por atomizagBo, MABTERS
(1972).

A gema "in natura” ou desidratada, devido a presenga de
foesfolipideos, £ comumente ugadah como  agente emulsificante em
maioneses & masnas em geral. O inconveniente estd no fato de
aprasentar alte teor de colestergl, substancia este envolvida em
distdrbiocs rardiovasculares, SWEENEY & WEIHRAUCH (1976}); LARSEMN &
FRONIN (19817 e MAcNAMARA (1987). Este fato tem estimulado o
interesse dos pesquisadorss em reduzir os niveis de colesterol no
ovo de galinha tanto por via geneética, HARGBIS (1988), aguanto
guimica LARSEN & FRONIN (1981), TORKASKA & CLANDINI (1983).

A extragic sdlide~liquideo ou lixiviaclo £ amplamente
utilizada na inddstria alimenticia para diferentes finalidades:
aohtencio de um nove produto, remocdo de cronstituintes indesejavels
ou como uma  etapa  auxiliar de outros processes. Dentre suyas
midltiplas utilizacdes OSCHWARTIBERG (1980) cita: extracdc de
acticares, élens vegetais, compostos voliteis, produclo de café e

rha scldveis, isclado protéico de soja, entre oulros.

No caso da extracio do colesterol da gema ligquida ou
desidratada sste composto orginico sestd associadop as proteinas @
sua remogZo tem sido feita por combinagBo de solventes de mesma
natureza @ difegrentes caracteristicas polares, & fim de obter-se
maicr seletividade, rendimento = manutencldo des propriedades
funcionais da gema, DEUEL (1951); LARSEN & FRONIN (1981); WARREN
et alii (198B). Entretanto tais objetives ndo tem sido alcancsdos

com o8 splventes utilizados (clorofdrmic, metanol, enire oulros) e



gue além disso sdo proibidos pelo CODREX ALIMENTARIUS (1985) para
utilizac3o em alimentos, devido provavelmente, & toxicidade e

concentracio residual no refinado.

8 andlise do desempenhp g desenvolvimento da extraclia &
auxiliada pela determinacio do ndmero de estigios tedricos ou  de
eguilibrico, o gual & baseade nas curvas de sclubilidade e
distribuic8o do soluto nas fases e também pela modelagem
matematica do processo. Esta modelagem leva em consideracdo os
fatores que influenciam na extracdo 2 pode s8r obtida, de modo
enpirico, através da otimizacip da mesma pelo método de superficie
dae resposta, cuja principal vantagem esté na reducio do numero de

gnsaios experimentais, BOX et alii (1978).

SJUSTIFICATIVAS PARA A PESQUISA

~ Possibilidade de oferecer ao consumidor uwe produioc com  baixo
teor de colesternl gque atenda Az necessidades nutricionais =

funcionais da gema do ovo de galinha.

—- Conhecendo a solubilidade das diferentes classes de lipidios em
agecetona, testar sua adequacdo para obtenclo deste produto. { De
posse da lnformsecio da baixa solubilidede dos fosfolipideos em
acetona, é interessante testar & adequacdo deste salvente na

extracio do colesterol)

-~ Devido & import8ncia das condicdes de equilibrio ne projeto
de axtratores e auséncia degstes dados na literatura para zete caso

gapecifice, seu estudo faz-se necessario.

- A gema em pd fol utilizada por varias razdes: svitar problemas
na  separacio de fases (formaglo de sgmuleic) e melbhorar a
snlubilidade dos lipideos na acetona, pois & gresenca de  Agua
tornaria o solvente mais polar com conseguente reduc3o da mesma.
Tal fato implicaria em um aumento na quantidade de solvenie

utilizado ¢ malores gastos na sua recuperacio.



3~ REVISAOD DE LITERATURA

3.1- S5EMA
3»1.1*C0mposig;o quimica
A gema compreende 3@8% do peso total do oveo de galinha

e apresenta D@L de sdlidos, aproximadamente. Sua compasicio

guimica & apresenteda na TABELA 1.

TABELA 1~ COMPOSICAQ QUIMICA DA GEMA

COMPONENTE L ( base Gmida)
Proteina 13,7 ~ 16,46
Lipideos 1,8 - 35,9

Triglicerideos 65,0

Fosfolipideos 25,@

Colesterol 5,2
Carboidratos . 3,2 -~ 1,06
Cinzas i,1

FONTE: STADRELMAN & COTTERILL, 1984

Os fosfolipideos, cujia composicio & aprasentada na TABELA
2, s¥o lipideos conjugados gue apresentam um  radical fTosfato em
sua molécula. Podem estar associados as proteinas, constituindo as
chamadas lipoproteinas, das quals a lecitina, representande 73%
dos fosfolipideos, desempenha importante papel COMmo agente
enulsificante das gorduras, dada &s suas caracteristicas polares e
apolares, DEUEL  (1951). & porcentagem de Acidos graxcs dos
principais fosfolipideas & apresentada na TABELA 3.



TABELA 2~ COMPOSICAD FOSFOLIPIDICA DA GEMA

COMPONENTE FORCENTAGEM (%)
Fozfaditileolina {lecitina) 73,0
Foesfaditiletanonlamina (cefalina) 15,8
Lisofosfaditilcolina 5,8
Esfingomelina 2,5
Lisofosfaditiletanolamina 2.1
Flasmogénio @,
Inositolfosfolipidio @,6
FONTE: STADELHMAN & COTTERILL, 1984
TABELA 3~ COMPOSICAD GRAXA DOS FOSFOLIPIDEDS(%)

ACIDOS GRAXOS P RC LPC

Y b a ! &
16:9 255,422 27,9 37,8 45,3 21,6 28,6
l&:d 25%,406 - @, 6 4,4 - -
18:9 283,476 7,7 12,4 13,6 32,5 5,5
i8:1 281,460 36,3 31,4 78,2 17,3 29,6
18:2 279,444 21,4 12,0 4,1 7,d 33,3
18:3 277,429 &,5 1,8 @,% 2,08 3,2
2054 334,475 - 2,7 1,8 19,2 7,8
2210 Iig;, 513 - 2.8 - 3,0 -
2216 328,427 - Z,1 - &, 4 -
FONTES: a~ NAVARRO et al., 1972
b BTADELMAN & COTTLRILL, 1986

PC—- Fosfaditi

icolina

PE~ Frnafaditiletanolamina

LPO- Lisofostfaditileonlina



3.1.2~ Colesternl

0 colesternl ¢ um monodlcool resultante da hidrélise de
gordura animal 8 vegetal, SABINE (1977), contendo em sua estrutura
um nuacleo esterol, conforme ilustra a FIGURA L. & insaponificavel
2 apresenta solubilidade similar ags lipideos (soldvel &m
spDlventes orgianicos em geral, e em oleos = gorduras). Estd
presente na gems em guantidade varidvel, depsndendo do gendtipo
das aves, STADELDEMAN & COTTERIL (1984). Estes mesmos auvtores

citam valores de 38-346 mg/g de sHlidos secos.

WARREN et alii {12988) usando o método HPLD socontraram

29,3 mg/g de gema em pd obtida da secsgem por atomizacio.

SWEEMNEY & WEIHRAUCH (1974), fizeram uma extensa revis3o
sobre o5 métodos disponiveis para determinagdo do cocolesterol,

LI

cujins resultados para gema in natura” variaram de 18,&0-21

mO/g.

& importincia bicldgica do colestersl, segundoc METILER
(1977} reside no fato de:

- ser precursor de esterdis nos  tegidos  animais, tais
come:  Acidos biliares, hormdnios (androgénios, estrogénios,
pgrogesterona, adrenocorticdides);

- fazer parte da constituicio da membrana celular;

~ participar da sintese da vitamina Ds'

Entretanto, e=levados niveils deste composto ou sUa
presenga Jjunto a gorduras saturadas no sangue, tem Bwido
correlacionados com  cardicpatia corondris ] arterosclerose,

AMDERSON et alli{ 1976); REISER (1978) & MCNAMARA {19873,

Segundo FRONING et alli {(192@), =zsta discussdo  tem
levado a um decréscimp no consume de ovos e conseqilente prejuizo
nutricional para a populacio; por ocutre lado, tem estimulade o
apareciments de produtos com teor maeis baixo de colesterol, como
por exesplo, formulscdes dietétices em que a gordura da gema £
substituida por similares vegetais, ovos geneticamente modificados

com diferentes conteddos de matéria graxa (alteracio no balango de
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FIGURA 1~ ESTRUTURA DO COLESTEROL (SABINE, 1977)



dcidos graxos saturados e insaturados) e, gema com baixo teor de
colestercl pels utilizaclo de sétodos tradicionais de extracio, e

mais recentemente, 8 extracioc com COz no estado supercritico.

A NCEP- Natiomnal Chelesterol Education Frogram (1988)
recomenda para individuos com concentracio de coplestercl entre
280-239 mgsdl no plasma, uma dieta gue restrinja a ingestio tanto
de colestercl como de gorduras saturadas, visando diminuir o risco

da prorréncia de moléstias cardiovasrulares.

3.1.3~ Propriedade Emulsificante

A gema constitui uma emulslo tipo Sdleo-Agua, & por esta
razdo € um eficiente agente emulsificante, imprescindivel na
formulacio de maloneses, melhos pare salada, bolos, coremes, etco,

STADELMAN & COTTERILL (1984).

A formacio de wuma emulsdoc inicia-se pela acidc dos
agentes de superficie ou surfactantes com & reducio da tensido
interfacial entre as fases imisciveis. Os surfactanies Tformam um
filme ao redor das goticulas de Sleo, orientandos sua parte apolar
para & fase lipidica & a polar para & fase aguosa, impedindo a
coalescéncia dos gldbulos de gordura e o liquido no gual & 2 mais
soldvel forma a fase continua da emulisZc. Na gema o0s principais
surfactantes polares {lecitina, cefalina =] lipoproteinas)
favorecem a formaclo de emuls8c Alec—-agua; o colestercl, sendo
menos polar, favorece a emulsio dgua—-dleon. As diferentes emulsdes
si0 distintas com relaclo a viscosidade =82, sua sstabilidade
depende da concentragio 2 da selubilidade relativa desses agentes
enulsifivantes nas duas fases, da relaclo dleo/idgua, da energia

mecinica necessdria para sua formagio, COTTERILL et alii (1976).

0 teste da estabilidade da smulslo & indicativo da acio
dos agentes smulsificantes em manté—la estével., A instabilidade &
caracterizada visuvalmente pela formacfo de um creme superficial,
ou seja, coalescéncia dos gldobulos de gordura, ou pela separacdo

fisica dos mesmos sob agfo de forca centrifuga, sendo esta dltima,



a2 bawe dos testes wutilizados na determinacBo da estabilidade da
maionese, TORNBERG & HERMANSSON (1977); LIEU et alii (1978 e
YANG & COTTERILL {(1989).

0 potencial dous agentes emulsificantes da gema para
formacio de emulsdes estaveis £ influenciado por varios fatores e
dentre eles as condicdes e processamgnto (congelamento,
pasteurizaclo, desidratacio, entre outros) s3o bastante discutidas

na literatura, COTTERILL et alii (1978); YANG & COTTERILL (198%9).

Congelamento, liofilizacl3o e secagem por atomizacBo de
gema com 10X de sal, de acordo com os resultados obtidos por YANG
& DOTTERILL (1989}, causaram desestabilizaglo da gordura da gema,

levando & reduclo da establlidade das malicneses obtidas com estes

produtos.

No casp da extracBo dos lipidies com sclventes de
diferentes polaridades (cloroférmio, netanal, isopropanol, haxanao}
para obtencdc da gema com baixo teor de colestercl, a mesma ndo é
calptiva em relacic a este composto, podendo solubilizar outros
componentes graxes e alterar a integridade protéica, prejudicando
geriaments a esisbilidade dag emulsdes, LARSEN & FRONIN {19813,
CHUNG & FERRIER (1991).

3.2~ SELECAD DO SOLVENTE

Os solventss recomendados para wst em  alimentos ndo
devem exibir evidéncia de carcinogenicidade e seus residuos nos
produteos devem ser os mals baixos possiveis, da ordem de partes
par bilh3c. Os solventes mais comumente usados no processamento de
alimentos tem sido Agua, solucdes aquosas de 4cidos e sals ndo
tHdxicos, hexang comercial e alguns alcanos, etanol @ 2 poucos
&dlcomis de baixo peso mplecular, acetona, metil etil cetona e
cloreto de metilenc. Solventes como benzeno & muitos clorinados,
n8o devem ser usados no processamento de alimentos, SCHWARTIBERG
(19877 .



Usualmente € desejivel que o solvente seja de baixo

custo, nido corrvosivo, nde inflamavel ou explosive, atdxicao,
facilmente removivel e recuperivel. Se possivel, solventes
inflamdveis devem ser usados a temperaturas inferiores a0 seu

pontn de ebuligdo, para prevenir vazamento de vapores de solvente
prasionado pela pressio do processo, SCHEARTIBERG (1987), =
consegiientes riscos de  inflamabilidade e também prejuizos

financeirgs devido a estas perdas.

3.2.1 - Seolubilidade dos lipideos em acetona e propriedades do

sol vente.

Segundo DEUEL {1%31), os A&cidos graxos saturados,
gorduras neutras, esterdis & carotendides sdo sollGvels em acetona.
Ji os fosfolipideos nip o s8p, sxceto os acides fosfatidicos, que

mio solbdveis em acetona & bhaixa tTemperatura.

A acetona ou propsnona {CHSCDCH3) & um liguido wvoplatil,
inflamavel, soldvel em A&gua, Alconl e éter, apressnta  ponto de
ebulicio 56,&GC, densidade relativa 9,792, PERRY & CHILTON

(158d).

3.3~ EXTRACAQ SO6LIDO-LIGUIDD

0 termo lixiviacio & usado amplamente para
descrever operacdes de extracldo sdlido-liguido, as guais envolvem
splubilizaclo ou dissolucio preferencial de um scluto presente no
s&lido guando em contato com um solvente liquido. Tratando-se de
materisis secos & havendo perda de estrutura original dows mesmos,
com pouca resisténcia 2 transferénecia de massa, o sstigico inicial
degéa uperacic & a dissolucio do salute no interior do sdlidog
caso halja resisténcia nos sélidos, verdadeira lixiviac8o ocorre,

SCHWARTZBERG (198@) .
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A transferéncia de massa do soluto pode ocorrer por 3
diferenies mecanisnos: convecgldo, difusda molecular ou difusdo
turbulenta. 0 processo pode ser dividido em trés etapas: primeiro
acorre nudanca de Tase do spnluto assim gque ele se dissolve o
solvente; segunde, had difusdo do solute dos peros internos para a
superficie da particula e terceiro ha transferéncia do soluto para
a soluclo em contato com o sdlide. Lada uma destas elapas pode ser
responsiavel pela limitagdo da taxa de extraclic e esta tem
influégnecia na selecio do equipamento. Assim, s a difusio do
sopluto através da estrutura porocsa for o fator controlador, o
material deve ter o tamanho reduzido para que o soluto atravesse
uma disténcia peguena) se por outro lade a resisténcia maior
estiver na transferéncia do soluto para a solugio, alto grau de
agitacio €& requerido. Esta opgracio pode ser realizada por
diferentes processos em diferentes equipamentos. Entre ns
processns  podemos  ter: batelada e semi-continuo  {(regime ndo
permanente) 2 continuo (regime permanente) 2 o0s e=sgulpamentos
aperando por estiqicos ou  continuamente. 0 tipo de eguipamento
empregado dependera da naturseza do sb6lido. T?atandmwse de s&lidos
finps, como a gema em p&, & percolacdo do solvente nio seria
adequada, peis estes sdlidos finos ofereceriam alta resisténcia ao
escoamente do  flulidoy os eguipamentos mais adequados  seriam
tangues com agitacio suficisnte para manter oz sélidos finos em
suspensio, COULSON & RICHARDEBON (197&}).

3.5.1~ Paramebtros que influenciam o processo de extrag;o

Buando duas fases s30 contactadas sroryre uma
transferéneia de massa do soluto entre eglas, cuja extensio
dependeria, entre outros fatores, da temperatura, de razio entre
alimentacldo = solvente (5/L), da velocidade de agitagdno (N} e
tempo de contato {(t}, BREN&N (19768)3 LONG (1977)3VOILLEY & LL0O
(198L1) TURKAY =t alii (1983); DIBERT et a&liil (198%b}); CHIEN et
alii {199@;.
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fis curvas de extracio apresentadas na FIGURA 2, mostram
a variacio da concentracdo do extrato em relacfc & concentragio
de equilibrioc (Ca), com o tempo de contato pu extracie. A medida
gue este tempo aumenta mais soluto € extraido. Entretanto a taxa
de extrac3o declina com o tempo de tal modo gue o @estado de
equilibrico € atingidoe, onde a concentracio o extrato é
praticamente constante (platd da curva). Observando a FIGURA 2a
nota—-se gque o aumento da tesmperatura eleva a  taxa de esiracio,
pois segunde COULSON & RICHARDBON (197&) westa favorece maior
splubilizacdo do solute 2 tambédm pode promover aumento fufs]
coefiriente de difusio. A FIGURA 2bh mostra o sfeito da proporcio
sélido/splvente ou §/L schre a taxa de extracide. GQuanto mais
elevada for esta razio, maior serd o potencial de transferéncia da
massa, € o equilibrio serd atingido mais rapidamente. &
concentracio de eqguilibrio do soluto também seria elevada com O

aumnento dessa razio, DIBERT et alii (198%9b).

X.3.72-~ Melodos de calculo

A modelagem de um processo de exiracio sdlido-liguido,
necessiria pare 0 projeto dos eguipamentos e detersminagldo das
condicHes operacionalis, reqguer informacdes sobre nw  dados de

gquilibrioc do sistema, ABRAMHAM et alii(livg8).

Estes dados podem ser obtidos experimentalmente através
de um balango de masse do sistema de extracio, representado por um
dnicn wsstégio, conforme ilustra a FIGURA 3. Neste estigio
quantidade suficients dg solvente ¢ adicionada para dissolver tpdo
o sgluto presente. Considerando gque ndo baja adsorcdo prefersncial
do soclvente ou soluto pela matriz sdlida e que o tempo de contato
seia adeguado para que todsa a dissolucBo ocorra, temos um sistema
formado por uma massa de sdlidos insoldveis imersos em uma sclucdo
de soluto, formando duas fases. Estas fases s8p separadas por
sedimentacio, filtraclo, drenagem ou centrifugacdo. Admitindo que
gsta separaclo seja ideal, ndo havera soluts  associado com o8

sélidns inertes. Tal situacBoc corresponde a um estégio ideal de
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H massa de insoldvel B massa de insoldvel

F massa (A + ) Ex masea (A + C)

NFmassa B/massa (AR + () Ni mases H/massa (A + O}
YF maesa L/massa (A + [) ¥1 massa L/massa (A + )

-1;
1

Ro massa solugscdo {(A + 0} Rs massa soluclo {A + C)
XO massa C/massa (A + C3 X: masea L/fmassa {A + )

onde, &6— solvents
B— insoltvel (ou inertes)
L—- scluto

A + C—- mssea da solucio

FIGURA 3~ REPRESENTACAD ESGUEMATICA DE UMA OPERACAD DE  SEPARACAD
EM UM ONICO ESTASIO (TREYBAL, 1983)
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eficiéneoilis 128% (razZc entre a concentragdo do soluto no extrato
ou refinado em estigic real pars o estigio ideal}. Na pratica isto
& impossivel de ooorrer, pols o srluto pode ndo entar
completanente dissclvido, o tempo de contato ser insuficiente 2 &
sgparacio das fases ser incompleta, de modo gue ovs sélidos inertes
retém algum liguido com © sopluto dissplvido, resultandoe  em
eficiéncia menor gue 108%, v ¢ equilibrico atingide, levando em
conta esta eficiéncia menor, & denominado “pratico”, TREYBAL
{1980). Dessa forma podemnns ter diferentes estados de equilibrio
"apritico® para um dado sistema, que dependerin também da
temperatura, pressdo, razdo entre as fases g concentragdo do
soluto nas mesmas @ de cutras condigdes operaciconais do processo,
como por  exemplo agitaclio e tipo de eguipamente uwsado para
separacio. Meste caso a escolha do estado de equilibric Mpratico”
dependeri de conveniéncias técnicas ou scondmicas do projisto em
gquestio. 0 equilibrio verdadeivo € um estado Unico, atingido' apods
um longo tempo de contato {onde as concentragdes do soluto entre
as fases atingem um valor constante), o qual depende apenas da
temperaturs, pressio, razBo entre as fases e concentracio do

spluto Nas MESMAas.

Tratando-se de processo de extracido aplicadeo a waisturas
complexas, como s3o os alimentos em geral, @€ dificil atingir o
equilibric verdadeirp, pols nestes sistemas multicomponentes, &
extracio de um soluto de interesse pode afetar de forma indessiada
outrps constituintes; outrossim o scolvente pode ndo ser seletivo e
extrair outros solutos. Em ambos o8 casos necessita-se  limitar o
tempo de contato entre as fases, para obter um produto com
caracteristicas adequadas, e portanto utilizar dados experimentais
de equilibrio "pritice” obiidos em condicdes idénticas aquelas que

serfo usasdas nbd processe industrial.

3.3.2.1- Balanco de Massa

A FIGURA 3 mostra um sistema de exitragio sblido~-liguide

com 3 componentes: solvents pure (A (no presente  trabalho sera
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acetonal, sélido inerte (B) representado pelos insoldveis da gema
desidratada, ¢ o solute (€} gue poderdi ser considerado como
extrato lipidico seco {(para facilitar a descric3oc do sistema)l. A
concentracideo de sdlidos insocldveis (B} na mistura £ representada
por N (maszsa de B/massa (A+C)). A composicdo do solutp (C) &
expressa por X {massa {/massa (A+{}) em bhase livre de B para a
corrente 1iquida, & por Y (massa L/massa (A+C) em base livre de B
para a corrente de s&lidos, F representa a massa de solidos
soldveis @ solvente presentes na alimentac8o de sélidos na
gntrada, RD representa a massa de solvenite @ sdlidos na
alimentaclo lfiquids gue entra sendo XO & concentrago de =sdlides
snldveis nesta corrente, em bhase livre de sdlidos inertss. /A
sgparacio das fases em contato produz a solucdo extrato R; (massa
de solvente mals sblidos scldveis) de concentracioc em sdlidos

soldveis Xg(em hase livre de inertes}.

& corrente superior (B, Ei, Yi, N1) representa a fase de
shlidos inertes contendo B & a solucdc aderida Ex(massa de
solvente + massa de sdlidos soldveis presentes na corrente de

sdlidos) cuja concentragio de soltveis & Yiihaﬁa livre de inertes)

Pezla definicio de N temos a ssguinte equacio:
B=F . N=&E .N ]

(e balancos de massa podem ser escritos da seguinte

forma:
— Balanco Global:
F+B+R =B+ + R (23
o 1 i

- Balango de sdlides soltveis:

FOY Y + R_OX ) = E (¥ ) + Riixx) (3)

17



- Balanco de solvente:

F(i—YF) + Roii-xo) = Ei(lei} + Hitlwxi} (4)
- Balang¢o para a solugfoi{ssliuto + solivente)

F+R=KE+R=HM {5}

cnde Mi representa a mistura global de scluto e seolvente. Assim  a

razio de sdélidos insoldveis por solucio em Mx & dada por:

ol
It

BY (F+R})=8/HM (&)
. =4 1

-
f

(Y F + R X ) 7 (F+ R} {(7)
¥ o o o

onde Yu representa a concentracio de saoluto am Mx'
1
Considerando que o solvente entra mo sistema isentn de

s&lidos soldveis, a concentracio XO & igual a Zero. 21
concentragdes X1 & Y1 {concentracio do soluto na solucdo aderida
an Inerte! devem ser determinadas experimentalmente. Eutas
relagdes  podem ser mhstradaﬁ am  um sistema de coordenadas
retangulares (FIGUR& 4), constituindg o diagrama de sclubilidade,
BIBERY et alii (19B%a). O ponto F representa os sdlidos a serem
lixniviados e RQ o salvente. 0 ponto Mi gqua representa a mistura
total, deve estar na linha reta gue liga oz pontos F e Ro. Os
pontos 31 2 R,’ cbtidos apds longo tempo de contato das fases,
rapresentam as correntes eflusnies; iocalizam—se nos  extremos
finals da linha de amarracBo que passa por Mz e suas composicbes
podem ser lides no diagrama. SBe os dados de eguilibrio forems
obhtidos por um curtc periode de tempo gstes pontos wE0

representados por E; & R;¢

A partir deste diagrama obitdm-se a curva de distribuicgo
(FIGURA 5), a qual expressa a fraclo massica do soluto no refinado

(hase livre de inertes), Y, em fungdo da fraclBo missica do seluto
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FIGURA 59— CURYVA DE DISTRIBUICAD (TREYBAL, 198B@)
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no extrato, ¥ (base livre de inertes). A diagonal ({incliinag3do de
55%) representa a situagclo em que o coeficiente de distribuicdo K=
¥/ & 1, ou seja, 4 soluclo aderida g sbédlide tem a mesma
concentracio do extrato, Tendo em vista as condigcdes reais de  um
sistema de extraclo, diferentes curvas de distribuic3c podem ser

obtidas, TREYBAL(1%8BA}.

Neste exemplo, temos uma curva acima da diagonal,
indicande que @ refinado tem uma concentracio de socluto mais alta

gue no extrato, isto devido 2 adsorgBo preferencial do soluto pela
matriz sdlida, DIBERT ot alii (198%&).

L]

L Aplicaggo da extragga sélido-liquido na remocac do

calesterol

Os goplventes {(purns ou combinados) wtilizados na
extragin dos lipideos da gema tem sideo hexana, etanol, &lcool
isppropilico (IPAR), metanol, éter dietilico entre outros, para

abter-se diferentes rendimentos & produtes,

LARGEN & FRONIN {1981} para separar da gema a5 fragles
de d&len, isoladeo proteico e componentes soldveis em agua,
utilizaram misturas de hexano-~etanol e hexano—~IPA na proporgdEo  de
77:23(p:p) variando as razdes de alimentagio, solvente, &gua =
também o pH. Obtiveram melhores resultados usando & aistura
hexano-1PA, alimentaclo, dgua na proporgdo de 1:l:l e pH 6. O
nivel de colesterol presente na fragio lipidica foi de 48 mg/g. A
capacidade emulsificante destas fragBes foi menor do gue a da gema

ligquida.

Pesquisas similares foram conduzidas por TORKASKA &
CLANDINI {1985) com o objetive de obter uma fonte lipidica
adequada para formulac®es infantis. Os autores, usando a razloc de
alimentagio//etanol/hexanns/igua de l1:Z2:l:i({piviviv}) & posterior
lavagem com etanol, reduziram BOYL da concentrac¢lo do colesterol no

Hles obtido.

Para obteng®o da gema desidratada com baixe nivel de
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colesterol, WARREN et alii (1988) avaliaram o desempenho dos
seguintes solventes: cloroférmio-metanol (2:1), hexano~IPA{Z2:1l) e
hexano. A relaclo da razio da alimentagfo para soclvente foi de 1:3
e oo resultados mostraram gue o 2 hexano removeu  mais gordura e
fosfolipidios (82 e 92%, respectivamente) e menos colesterol e
pigmente (7% e 45%4, respectivemente) do que o0s solventes mais
polares € os pdés obtidos mpstraram melhor escoamentn 2

reconstituicio mais ficil que os demails.

A extracioc com CGz nog estado supercritico também  tem
sido aplicada, com sucessoc, para remagio do colesterol da gema
desidratada, por varios pesquisadores, FRONING et alii(i®¥0). Us
resultados desta pesquisa por estes auwtores, mostraram gque
condicdes de 45"¢ de temperatura e 384 atm de pressio foram
ronsideradas ftimas para uma extracdo eficiente de colesterol e

obtenc3o de um produto com boas gqualidades funcionais.
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4~MATERIAL E METODOS

4.1~ MATERIA PRIMA

Ovos adguiridos no comércilo local feoram imersos em
etancl 78% por 5 ainutos para desinfecg@o. Apds guebra da casca o
albume foil separado de gema, @ ssta diluida com Agua atée 3L de
galideos foi desidratada em secador por atomizacdo com tempesratura
do ar de secagem de 1628°c. © produto obtide foi acondicionado em

enbalagem de PVL e armazenado a 570 para uso poasterior.

4.2- EGQUIPAMENTGS
Us sqguipamentos utilizados para ests pesquisa foram:

-~ fAgitador mecinico FISATOM

- fAgitador para tubos de ensaio S/MARCA
- Balanca analitica METTLER H1@

- Balanga semi-analiticea MARTE AM3358Y

- Banho-maria FARBR

~ Camara a temperatura constante com agitador PSYCROTHERH
~- Centrifuga Excels Baby FANEM

~ Chapa de aguecimento FISATOM

- gepectrofotdmetro MICRONAL B34211

- Estufa ventilada FANEM 3265E

- Mufla QUIMIS

- Vidrarias em geral
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4.3~ REAGENTES

Os reagentes necessiarios para as anAlises gquimicas

realizaedas neste trabélho forams

- Acido acético glacial MERCK (100%)

~ Acido cloridrico concentrado MERCK (188%)
- Acido p-toluenpsulfdnico POLYSCIENCE (PA)
~ Acido sulfdrico concentradoe ECIBRO (98%)
~ fAnidrido acético ECIBRA {ACH)

~ Agua destilada

- Cloroférmio CHEMCO (PA ACS)

~ Acetona MERCK (99,5%4)

~ Di-hidrogenpfosfato de potédssio VETEC (29%1)
~ Hidréxido de potissio SYNTH (PA)

-~ Metanol OCHEMCO {FPA) _

- Molibidato de =ddio BECIBRA (99,.054)

- Orido de zimco SYNTH {(PA)

- Sulfato anidro de sédio MERCK (99%4)

- Sulfata de hidrazina VETELD (994)

- Colesterol SIGMA (10043}

4,4~ ESQUEMAS DE EXTRAGAD

No estudo da otimizaclo do processo de

andlise de superficie de resposta e determinacio

equilibrio "priatice” o procedimento wtilizade foi
trabalhe de DIBERT et alii (1%8%a). Em erlenmeyer de

tampa ® previamentg taradeo fol colocada uma amostra
gema desidratada e guantidade apropriada de acetona
razdo g s6lido/g solvente utilizada). O material foi
agitacfo em ambiente de temperatura controlada. Apds

fases foram separadas por filtragBo. €0 extrato foi

extracio por
do tempo de
baseado no
i28 ml  com
de 10 g de
{conforme a
submetido a
agitacBo, as

coletado  em



erlenmeyer previamgnte tarado (250 ml) e o splivente evaporado em
. o . . ;

hanho-maria a 68 C. A massa de soluto (dleo) foi determinada por

diferencsa de peso, & acondicionada em vidros lacrados g 2 cocongeladas

para posteriores anidlises do colesterel.

Para o estude de equilibrio “pritico” o procedimento folil
anidliogQo ao descrite no paragrato anterior, incluindo a
determinacio da massa de solucdoc {sglvente + sclutol aderida ao
adlido inerte. A massa de solvente, tanto do sdlido que ficou
retido no papel de filtro e no frasceo erilismmever, foli determinada
par diferenca de peso apds evaporagido do solvente gm sasitufs
ventilada a 6BQC per 4 h (peso constante). A massa do soluto
restante fol deterasinada pels diferenca entre a massa inicial e a

eritraida.

4.5~ PLANEJAMENTO PARA OTIMIZACAD POR SUPERFICIE DE RESPOSTA

Consiste em um grupo de técnicas em que o asinimo de
ensaios pode ﬁroduzir um méximo  de  informacio, tornando—-se
portanto, um valioso instrumenic para economia de gastos e tempo
com o projeto. Estas tdenicas, segundo KHURI & CUORNELL (1987}
compreaendemn:

a) montagem de um planejamento com as varidveis e respectivos
niveis sob estudo e medida das respostas,

b} determinacio de um modelo matematico que melhor se ajusta aos
dados experimentalis, acompanhado aor tepates e hipdteses
concernentes aos parametros do modelo,

c} determinscioc dos niveis dtimos das varidvels gue produzem o

maximo ou minimo valor na resposta.

A metodologia seguida fol a preconizads por BOX et alii
{1978). O primeiro passo consistiu em um planejamento fatorial de
Qn experimentos com triplicata no ponto central, onde n € o ndmero
de varifveis envolvidas, as gquais foram asnalisadss em 2 niveis., O

ponto central € necessirio para o cadlcule do desvig padeZo, Gtil
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na eliminacio de varidveis, culies valores dos efeitos sejam
menores que o mesmo. MNa presente  pesquisa  foram  estudadas as
seguintes variaveis: /5 (g de solvente/g de gema), temperaturas
{T), velocidade de agitacia (N} e tempo de contato(t), totalizando
19 experimentos. (Ensaios 1-19). A resposta analisada foi o
rendimento da extracio do colestercl, definido como sendo a razio
entre a massa extraida e a masss inicial e BXPresso ®1m

porcentagem (%4).

Mediante andlise do primeiro passo pelo PROGRAMA
FATORIAL, de SCARMINIO & BRUNS (198%) = andlises estatisticas, foi
estabelecido para ¢ ssgundo passo um delineamento central composto

rotacional de segunda ordem, o gqual incluiu dois nivels de

varidveis axiais {+a e ~-o), cuios valores sion definideos pela
equacio:

+ K tra
o = = (2} (8}

onde k & o ndmero de variiaveis esm estudo; no case presente  foram
consideradas a5 variaveis com efeitos estatisticamente
significativos (L/S e T). Assim, o wvalor de a utilizado foi

z 1,414 . Nestes ensaivs (20-38) a velocidade de agitacio = tempo
de contato foram mantidos constantes nos valores ainimos (188 rpm
e 2 minutos). Para andlise da validade do modelo foram utilizados
o PROGRAMA TREND, dos mesmos autorgs 2 o procedisento NLIN  do

programa S5A8 (1985}.

Os valores reais e codificados atribuidos &As variavels
estio representados nas TABELAS 4  {planejamento fatorial) e 3
{planejamento composto rotacional de segunda ordem}). De posse
desses valores foram construidas as TABELAS 6 e 7, representativas

dos respgctivos engaios.

A codificac%o de varidveis (CV) ¢é dada pela seguinte

expressio:

VR{+) — VR(PC)

v = AUH (9)




TABELA 4 -~ VALDRES REAIS E CODIFICADDS ATRIBUIDDS A VARIAVEIS 50
PLANEJAMENTO FATORTAL

MNivel l./% T Y i

(g/g) (QCB {(rpm} {min)

w1 241 25 L& S

+1 B/1 35 2006 Ky}

4 5/1 I 108 ib6

TABELA § — VALDORES REAIS £ CODIFICADOS ATRIBUIDDS A VARIAVEIS DO

PLANEJAMENTO COMPOSTO ROTACIONAL DE SEGUNDA ORDEM

Nivel L/8 T

(g7 g ) (e
-1 Sri 28
+1 11/1 39
#C 871 25
~1,414 3,74/1 18
+L,414 12,2471 32
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TABELA & - ESPECIFICAGAN DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PRARA
£ ANEJAMENTS FATORIAL

Ordem Ensalo x L/% X T xs N L t
(g/g) °cy (rom) {min}
5 1 -1 2/1 -1 25 -1 10@ ~1 z
19 2 +1 B8/1 -1 25 -1 108 1 v
& 3 ~1 2/1 +1 35 -1 102 ~1 z
9 4 +1 8/1 +1 35 -1 100 -3 p
17 5 +1 2/ -1 25 +1 2008 -1 v
15 b +1 8/1 ~1 25 +1 200 -1 2
8 7 -1 2/1 1 25 «1 208 -1 p
1@ 2 +1 a/1 +1 35 +1 200 -1 2
16 9 -1 271 -1 25 -1 1060 +1 30
14 1@ *1 g8s1 -1 25 -1 10@ +1 30
2 11 -1 2/1 +1 35 -1 10 +1 30
14 12 1 8/1 +1 35 -1 108 +1 30
17 13 -1 2/1 +1 25 +1 208 +1 30
18 14 -1 8/1 -1 25 +1 200 +1 30
7 15 -1 271 +1 35 +1  20@ w1 30
3 16 +1 8/1 +1 35 +1 200 +1 30
13 17 2 5/ 4 B 30 @ 158 @ 16
4 18 @ 5/1 2 30 @ 139 2 16
1 19 ? 5/1 B 3D B 15D 2 16
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TABELA 7 ~ ESPECIFICACAD DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA
01 ANEJAMENTO COMPOSTQ ROTACIONAL DE SEGUNDA ORDEM

Ordem Ensaio X, L7% X, T
(g/g) (°c)
23 28 -1 3/1 ~1 2@
24 21 +1 b -1 20
28 22 -1 o/ + 1 30
21 Z3 +1 1171 +1 8
28 Z4 @ 8/l B 25
29 23 @ 8/1 @ 2%
28 26 -1,4 3,7471% ' 2 25
27 27 +1,4 12,2471 @ 23
22 28 @2 8/1 +1,4 X2
25 29 t:} 871 -1.,4 i8
3@ 33 @ B8/1 @ 25
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onde VA - valpr da variavel real

VR(+) ~ VR(~-)

AVH = =

fAzgim, para a primeirc passh temos:

. w L/S - s/ : _ T - 38

" 57T " 2 5

. o N - 150 . = E- 16
5 S8 4 14

Para o segundo passo

- (/5 - B/71 _ 7T - Z3
1 371 2 5

4.4~ ESTUDDS DE EQUILIBRIO

Envolve a construgdo dos diagramas de solubilidade e
curva de distribuicio, feitos a partir de uma série de extracdes
{em triplicata) variando a raz3o de L/8 (2/1, 4/1, &/1, 8B/71, 1B/71,
i2/%1). 6 construc8o destes graficos considera o sistema ternario
{solvente, soluto e inertes). Como se trata na realidade de uma
extracio multicomponente (gliceridecns, colesterol, fesfplipideos e
outros lipideos), o socluto considerado serd o extrato lipidico,
cuia pureza foi testada pelo méicdo de BLIGH & DYER (1939},

Foi feito um estude preliminar para determinar o tempo
de equilibrio pritico, objetivando maxima extrac3oc do colesterol e
manutercioc da propriedade emulsificante. Para tal, utilizou-se de
um planejamente fatorial completo, de 2 niveis = 2 varidveis

independentes: L/S e tempo, com triplicata no ponto central, cuios
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valores reais e codifificados estic apresentados na TABELA B. A
temperatura utilizads foi 25°C e a velocidade de agitacioc 188 rpm,
pois conforme indicou o modelo de superficie de resposta, estas
condic®es permitem um rendimento satisfatdrio na extracdo do
colesterml g além disso, reduzem 08 gastos para obtengdo do
produto. Az respostas  analisadas foram & massa do colesterol

extraido & proprisdade enulsificante.

THBELA 8 - ESPECIFICACAD DAS CONDICSES EXPERIMENTALDR
PARADETERMINACAD DO TEMPO DE EGUILIBRIO PRATICO

ORDEM  ENSAID %, L/s X, t
(g/g} {min}
3 i -1 271 | -1 15,0
7 2 +1 12/1 -1 15,3
2 3 -1 271 +1 300 ,0
& 4 +1 12/1 +1 300,90
5 5 2 771 2 157,5
1 & 2 771 2 157,5
4 7 & 7/1 2 157,5

4.7~ INFLUBNCIA DA EXTRACAD SUBRE A5 RESBPOSTAS: COLESTEROL &
FOSFOLIPTIDENS EXTRAIDOS E PROPRIEDADE EMULSIFILCANTE.

Utilizando os ensaios para o estudo de equilibrio
“nritico”, 3 niveis de L/8 foram sscolhidos para comparagio com &

amostra controle {gema desidratada), a fim de verificar &
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influéncias da extracio nestas respostas. Para tal utilizou-se o

procedimento ANOGVA do programa 5AE (128355,

Este estudo também foi dtil na determinacio do nfvel
Adtimo de extracio, © qual conjugou rendimento satisfatdrio na
entracio do colesterol e boa propriedade emulasificante para o

produto obtide.

4,8~ GNALISES QUIMICAS

fims analises foram feitss em duplicata ou ftriplicata

conforme a metodologia utilizada.

4.8.1- Umidads

Método gravinétrico segundo normas da USDA, STADELMAN
& DOTTERILL {19864

4.8.2- Lipideos totais

Método baseado na sxtrac®Ec com clorofdrmic, metanol e
Agua, BLIGH & DYER (1%59).

4.8.3~ Colesterol
Segundo o método colorimétrico de BRAIR & MARION  (1978),

cuja curva de ralibraci3o se encantra no APENDICE A-~1.

4.8.48~ Fogsfolipideos

0 extrato lipidico adicionade de érido de zinco foi
reduzido & cinzas em mufla na presenga de Sxido de zinco, ® 0
fasforo dosado por colorimetria, AQOCS, Ca-12-55% (a ecurva de
calibracfo se encontra no APENDICE A-2). 0O fator de conversio de
fésforne inorginico para fousfolipideos foi calculado ssgundeo o
método de CHAPMAN (19808), utilizando a rcomposicBo fosfolipidica
apresentada por STADELMAN & CDTTERILL (1984) e NAVARRD et alil
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(1972} .

4.9~ PROPRIEDADE EMULSIFICANTE

Foi avaliada nas condigbes de equilibrio ia
egspepcificadas, uwtilizando a metodologia conjugada de LIEU et alid
(1978) e YANG & COTTERILL (1%989%). Haseia-se na determinacio da
gstabilidade da emulsio de malonese, mantida 2 dias & temperatura
ambiente, cujo resultsdo € expresso em g de &leo liberados/d g de

maionegse,

4,13~ ANALISE SENSORIAL

Utilizou-se um teste de acveitaclo a nivel laboratédrio
conforme a metodologila descrita por S5TONE & SIDEL (1985). Este
teste wtilizou 30 consumidores n3o treinados para a prova da
maionege, feita com gema desidratada com baixo teor de colestereol
2 uma maionese padrin (Hellmans). A aceitaclo destas maioneses fol
avaliada por uma escala heddnica de 9 pontos para os  seguintes
parmetros: aparéngia, sabor, aroma & texturs. s modelos de
fichas estlo apresentados nas FIGURAS & e 7. Os resultados fToram
avaliados por regressio linear {fonites de variacio: provadores e
amegstras), utilizando o procedimento GLM do programa SAS (1985) e
teste de TUKEY (p € @,85).

A preparacin da gema desidratada com baixo teor de
colesteroal {(13% nas condigdes de L/8 = 12, T = ZEDC, t = 13 min e
N o= 138 rpm) consistiu na evaporagio do solvente retido no
produte em  estufa wventilada a é@OC até pesg constante, e
reconstituwieldo do mesmo na razic de 1:1,5 de gema = Agua,
respactivanents. A homogensizacio da gema foi feita em gral coom
pistilo, = com  eBsta foi formulada uma maionese—-teste
smpregando-se putros componentes: sal, solucdo Acido ecitrico 1%,

&leo g alguns codimentos.
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ESCALA HEDBNICA

Nomes s Data:

fivalie o aroma, csabor e f{fextura das duas ampstras

codificadas de maionese & indigue usando a escala abaixo, o gquanto
vord gostow ou desgostou de cada uma delas. For favor enxagus &

hoca entre uma amostra e ouira.

9~ Gostel Muitissimo

B~ Gostei Muito

7+ Gostei Regularmente

&~ Bostel Ligeiramente

5- Indiferente

4— Desgostel Ligeiramentie
3~ Desgostei Regularamente
2—- Desgostei Muito

i~ Desgostei Muitissimo

Amnstra Valor

Indigque o que vocd mais gostow, € 0 que vood menos gostou em  cada

amostra.

Amostra mals gosteil menus gostel

FIGURA &-FICHA MODELO PARAG ANALISE DA ACEITACAD
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ESCALA HEDSNICA

Momes Data:

Avalie s aparéncia das duas amostras codificadas de malponese
e indigue usandg a escala abaixo, o guanto vaorcd gostou ou desgostou

de cada uma delas.

9 Goutei Muitissimo

g~ Bostei Muito

7~ Gostei Regularmente

&~ Bostel Ligelramente

5- Indiferente

4~ Desgostei Ligeiramente
3~ Desgoustei Regularmsnte
2~ Desgustei Muito

i—- Pesgostei Muitissimo

Amoshra Valar

indigque ¢ gque vore mais gostou, e O que vacd menos gostou na

aparéncia de cada amostra.

Amostra mais gostel menps gostel

FIGURA 7— FICHA MODELD PARA ANALISE DA ACEITAQAD
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4,11~ ANALISES ESTATISTICAS

Os critériocs utilizades para julgamento da adenuacdo do
modelo aos dados experimentails foram de acordo com KHURI & CORNELL
{19871

- o teste de Fisher, ou ¥, gque compara varidncia dos
dados experimentais devido ao modelo & devido acs erros (2rro puro
g falta de ajuste do modelo) e permite afirmar estatisticamente se
a varifincia devido ao modelo € significativa cu ndo, a um dadgo
nivel de probabilidade. Iste se faz comparando o valeor de F
caleuladn com o valor de r  tabelado para um dado nivel de
probabilidade. Se o valor calculado for maior gue o fabelado,
rejeita-se a hipdtese da nulidade, isto £, as variacdes nos
valores dos resultados sio devidas significativamente ao modelo. O

valor de ¥ é dado pela equacio:

. MSGR _ SOR/(P-1}) (10}
MehE  SRE/{(NE-P)

onde,
MERR = média da soma dos gquadrados devido h regressio
MSRE = médis da soma dos guadrados devide ao erro {(ou desvio, ou

residuon)

SOR = mpma dos guadrades devido 2 regressio
GRE = soma dos quadiados devido ao erro
(P-1) = graus de liberdade associado a SGR

{NE~P} = graus de liberdade associado a SGE
P = ndmero de parametros do modelo

ME = nimero de experimentos realizados

.o . - z .
- o valor do cosficisnte de detersinagldo R, avalia em
termos quantitativeos o guanto a variéncia dos dados experimentais
{ou respostas) & explicada pelo modelo ajustado (ouw regressio).

Quanto mais préximc da unidade for este valor, melhor é o ajuste.
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O valor de R° ¢ dado pela equacio:

R? = BOR/B8OT (11}

onde 80T é a soma dos guadrados totais (BOR+SGE)}.

Para comparaglo de médias utilizou-se o teste de TUKEY ,
por ser 0 mais rigoroso dos testes, PIMENTEL GOMES (1987). Ele
compara 2 médias entre si. Como as médias foram estimadas com o
mesmo pumero de repeticdes, a diferenca minima significativa {OMS)

& dada port

ir2
MR = A= q (MSBE/1r) {12)
ol PLNE- P
onde,
mooEt ? = estimativa do desvio padrio do erro (ou residuo)
r = namero de repeticdes
o = valor da amplitude total estudentizada, em um nivel X
G} PNE-P

de probabilidade, ebtideo na tabela de TUKEY, am fungcin do ndmeEro

de tratamentas (P) @ do numero do grau de liberdade do erro (NE-P).

Se a diferenca entre as médias for maior gqua A &

diferenca & significativa.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAD
5.1~ Componentes dosados da gema em pé
Os compopentes dosados da gens sstio apresentados na

TABELA 9.

TABELA 9- COMPONENTES DA GEMA (4 base seca)

Umidade L.Lipideos Fosfolipideos Colesterol
2,76 61,12 14,84 ' 2,68
0 teor de lipideps para gema desidratada varia de

bl-44,47 segundo LIEY et alii (1978) = CHUNG & FERRIER (1991). Em
relac3o aos fosfolipideoss, os valores encontrados na literatura,
principalmente guando a téonica de dosagem € colorimétrica, w20
varidveis, pois os fatores de conversio do Ydsforo inorginico para
fosfolipideos diferem. LIEU et alii (1978), utilizaram 2 Tatores
diferentes para exprimir o teor dos fosfolipidecs em termos de
lecitina & cefalina para a gema em pd: 25,64 & 26,88, resultando
valores de 13,13 e 13,64, respectivamente. 0 fator wutilizado no
presente trabalbo foi de 22,127, um valer médio, cujo cédlculo
{RFENDICE A~3) levou em consideracBo a gquasse totalidade dos
fosfolipideos presentes na gema. JTomando o valor caleulado em
relac3o aos lipideos encontramos 23%, resultado este igual ao
apresentado por STADELMAN & COTTERIL (19861).

Em relaclo aso colesterol, WARREN et alii {1988},
utilizando o método de HPLD encontraranm valores iguais & 2,95%.
Considerando a gema liguida com 50% de umidade, o valor do
colesterol encontrado & de 1388 mg/l@0g de gema, resultado gque se

encontra na Taixa dos valores citados na literatura consultada

38



(10121890 mg/108g), HUBBARD et alii (1977), BAIR & MARION (1%78),
TORKASKA & CLANDINI (198%), & FRONING et alii. (199@).

5.2 Otimizaggo do processo por Superficie de Resposta
a) Plangjamento Fatorial

is resultados do rendimento da extracdo do colesterod
80 mostrados na TABELA 18 g, a estimativa dos efesiteos das
varidveis estudadas € apresentada na TRBELA 11. O desvio padrio do
eyperimento iénwx} foi de 7,9837 & 0 errp padrdo dos efeitos foli
de 3,9519 (vide métodos de calculos no APENDICE B-1). Se
considerarmos este erro  padrio, observasmos que as  varidveis
significativas, cujos valaores das estimativas dos efeitos s3o0
maiores gue o0 mesme, SAo a razdo de solvente para sélido {(L/8) = a
tgmperatura do sistema (T). As interacdes significativas sdo: L/S
versus T & velgecidade de agitacBo (N) versus tempo de contato {(t).
verifica-se também que L/S 8 T influenciam a extragio de forma
antagdnica; enguanto L/S exerce efeito positivoe sobre in}
rendimento, o aumgnio da temperatura diminui o rendimento. E &bvio
gque se estamos aumsntando a gquantidade de solvente para uma mesma
massa de sdlidos, estamos elevando o potancial de dissolugio do
soluto pelo aumento do gradients de concentracfo entre as fases,
Com relacBo h temperatura, esperava~-se gque com a elevacio da mesma
houvesse malior solubilidade do colesteral. Entretanto, 0%
resultadas contririos aos  esperados,  sugerem gue =Y mailor
solubilizacio de outros constituintes de alguma forma interferem
na extracio do colesterol e, merece ser estudado pars entendimento

ou estabeplecimento de mecanismos que controlem este processo.

Ao nivel de 95% de confianga (t = 4,303) o valor do
2;0,09

grro padrio passa a ser 17,0048, e sob esta consideracio, a tnica

varifvel de efeito significativo & L/S.

Baseado na anilise destes resultados, a razlo de sdlidos
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TABELA 1@~ RENDIMENTO DA EXTRACAD DO COLESTERDL

ENSAIQ RENDIMENTO
(%3}
1 24,3764
2 bh, 6262
3 26,173L
& 47,2042
5] 34,7889
& &2, 67446
7 33,8863
8 59,8752
? 34,9618
1@ &%, 6033
11 26,3211
12 SB,8232
13 27,7428
14 &4, 3488
15 29,7954
i& 51,@927
17 41,3329
18 46,2992
19 ohR, 8360
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TABELA 11- ESTIMATIVA DOS EFEITDS DAS VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO
FATORIAL

PARAMETROD ESTIMATIVA DO EFEITO

Média 44,5877

L/S 28,6847

T ~8, 1033

L/S x T -5, 6591

N 2,3539

L/S x N -1,2223

T X N 3,8589

£/5 x T x N 1,B797

t ~@, 2052

(/8 x t -0, 1249

T %t -2,25087

L/5 x T x t ~0,4010

N x & -4, 8382

L/S x N x t 1,6181

T x N x @,8973

/8 x T x N x -3, 4700

41



nara solvente (L/8) & temperatura (T) foram as variiveis
escolhidas para a construclo da superficis de resposta ou
planejamento rotacional composto de segunds ordem, onde se manteve
constantes a agitaclio e tesmpo de contato noes valores otimizados:

138 rpm e 15 minutos, respectivamente.
B} Planejamento Composto Rotacional de Segunds Ordem

Os resultados desse planejamentc para o rendimento da

exiracdoc do colesterol s3p aspresentados na TABELA 12.

Aplicando~se regressio linear maliipla para teste de um
modelo de primeira ordem aps experimentos 20023 e 3B {programa
TREND da SCARMINIO & BRUNS, 1928%9), obitivesmos a equacdo:

Y = 76,63 (% 1,63) + 13,60 (T 2,16) x,~ 2,17 (£2,16) X, (13)

g método de calculo dos valores dos desvios de cada

termo da egquacdo € ilustrado no APENDICE B-2Z.

A andlise de variincia para este modelo, apresentada na

TABELA 13, & Gtil para se determinar a validade do mesmo.

0 valor de 57 tabelado (F y & 99Y% de confianga &

0,002 4
18 e wvalor ¥ galculade para o modelo & 19,88%46, portanto
ligeiramente supericr aoc valor tabelado. Assim, o mnodelo de
primeira mrdem ajusta-se aons dados, sxplicando 99,88% da variincia

das respostas pbtidas experimentalmente.

Conforme ja discutido no planejsmento fatorial, esites
novos experimentos confirmam que © sumento da temperatura  diminui
o rendimento da extragfp do colesterol, mas ssu efeite £ bem

inferior guando comparado ao da razlo de solvente para sdlido.

42



TABELA 12~ RENDIMENTO DA EXTRACAD DO COLESTEROL

ENSAIQ RENDIMENTO
{%)
20 &4 2860
21 87,4625
22 57,5850
23 87,1457
24 ' 79,6243
25 83,2672
26 . 57,1887
27 HE,9377
28 84,1836
29 94,5388
3@ 74,5384
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TABELA 13~ ANALISE DE VARIANCIA PARA 0 MODELD LINEAR

FONTE DE SOMA BRAUS DE MEDIA TESTE ¥
VARIACAD QUADRATICA LIBERD&DE QUADRATICA

Hegressao 70%,2221 z 79,6111 1?,88?é*
Residuos 76,3438 4 17,0859

Falta de ajuste 38,9939 z 19,4970 1,24487°
Erro puro 37,3498 Z 18,6749

Total 835,5465% &

Coeficiente de determinacio (R%y: @,7a8é
X~ Significativo ao nivel de 1% de significlncia

ns~ No significativo ap nivel de 1% de probabilidade
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addicionandn os experimentos 2629, LM modeio de

seggunda ordem foi obtido:

Pl

v o= 79,21 (T 2,583 + 12,43 (I1,53) %, = 2,93(%1,53) X,

2 2 . o1,02 (f2,12) x %

+ g {14
- 4,71 (~1,82}) Xy + 3,44 (-1,83) x,

Peila andlise de varidncia (TABELA 14) e aplicacio do
teste F an nivel de 1% de probabilidade, a regressdo &
significativa, portanto o modelo se ajusta aos dados (F  tabelado:
10,97) e explica 92,917 da varifincia das respostas oblidas

gxperimentalmente.

Como ambos os modelos se adeguam aps dados, os critérios
para escolha do melhor modelo, o qual deverd ser melhor ajustado,
serio: copficiente de correlagdoc e & presenca de termos

importantes no processo de extracidso. Entdo obsegrvamos que o modeio

gquadriatico (ou segunda ordem) apresentou um coeficiente cle
determinagido de @,92, ligeiramante superior ao modelo linear
{Rz = @,91} @ incluiuv entre seus termos, de forma significativa em

relacie ao desviao, a temperatura,. Portanto, o maodelo gquadratico
foi alvo do processo de ajuste da melhor forma possivel, o qual
consistiu na eliminacloc dos termns, cujos desvios forem maiores
gue o valor do cosficiente do termo. Apds esta etaps aplicou-se

. . o . . 2
uma nova anidlise de variincia, com julgamentes de ¥ g R .

Observou-se Que o erro experimgntal para o termo L &
maior do que o coeficiente que o multiplica, significando gue a
interacdo entre os fatores X, B X%, & desprezivel. Eliminandp-se
pste termo um nove ajuste foi feito por regressio ndo  linear
(APENDILE B-3), utilizandpo o procedimento NLIN do programa SA8
(1985%). & respectiva andlise de varifncia (TABELA 135} mostrou que
o modelo melborou o ajuste aos dados experimentais {(mais alto
valor de r g reduglo do quadrade médico do resfiduo) e explica

97,884 da variincia das respostas.
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TABELG 14~ ANALISE DE VARIANCIA PARA MODELD QUADRATICO

FONTE DE SOMA BRAUS DE MEDIA TESTE F

VARIACAD RUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA

Regressio 1576 ,8320 3 315,3664 11,513@*

Reaiduns 134 ,2689 5 27,3922

Falta de ajuste 99,6111 3 33,2837 1,7782"°
Ervro purso 37,348 2 18,6749

Total 1713,793Q 1@

Cogficiente de determinacio {Rz}: f,2281
¥~ Significativo ag nivel de 1% de probabilidads

ne— N3o significativo so nivel de 14 de probabilidade

44



TABELA 15— ANALISE DE VARIANCIA PARA MODELD GUADRATICD CORRIGIDO

FOMNTE BE SOMA GRAUS DE MEDIA TESTE ¥
VARIACAD RUADRATICA L. IBEHRDADE QUADRATICA

Regresslo &8%87, 1084 = 13797 ,4281 586,84*
Residuos 141 ,0652 & 23,5114

Total (ndo &9128, 1691 11

corrigido)

Total

coryigido 17383,7772 1@

Coeficiente de determimacfa (R%): @,9988

¥ Significativo ap nivel de 1% de probabilidade {r tabelado:B8,73)
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A equagio resultante apds 0 ajuste € apresentada abaixo:

v= 79.21 (*2,80) « 12,43 (Z1,71) X = 2,93 (T1,71) x_-

4,71 (<2,04) “f + 3,48 (% 2,08) “2 (19)

Substituindo os valores de xi (=3 xz na eguagcio (1%), onde

y /85 - 8/1
t I/1

- T - 25
2 5

ohtivemos a seguinte equacdo paras gxpressar o rendimento (%) da

gxtracio do colestercl (n) em funcBo das varidveis reails:!
n= 113,1188 + 12,5148L/5 - 7,4564T~ ©,5232(L/8)°+ @,13747% (169

fs linhas de contorno e superficie de resposta  geradas
pela equaclpo (14} sic apresentadas nas FIBURAS Ba & 8b, mostrando
que & possivel cbhter um mesmo rendimento para diferentes condicdes
de temperatura e L/8, cuja escolha dependerd, em Gltima andlise,
de conveniéncias tdéconicas {altos rendimentos podem implicar perda
de propriedsdes funcionais, reducdo no valor nutricional, etc.) e
pcondmicas (custo de refrigeraclo, etc.) do processo. Observa—-se
que maiores rendimentos de extracl3o do colesterol s3o obtidos pelo
abaixamenta da temperatura e elevagdo da razlo de solvente para
sblidos (L/S). Pela sndlise da superficie de resposta £ do modelo
em si, nota-se que © rendimento & bastante sensivel 3 mudancas de
L./5 em comparac3o com a temperatura. FPor est’a razdc g devido
também ks jA mencionadas conveniéncias, a temperatura adeguads

para este processo foi a temperatura ambiente, no nosso «aso, €
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o . . .
25 C, g o rendimento madximo pbtido dentro da faixa de variag3o de

L./S foi de 87,32U.

Comparando este rendimento com os encontrados por WRARREN
2t alii, {1788} usando hexano (&6,274) e FRONING et alii, 1998,
tsando C02 no estado supercritico (465,764}, verificou-se que a
utilizac3o da acetona comp solvente Ltorma O processo de extracido
do colesterocl altamente promissor, devido ao alto rendimento gue

pode sar obtido nestss condicdes.

5.3~ Determinaggo do tempo de equilibrio "préticp“

& TABELA 14 mostra os rvesultados para as  respostas:
massa de colesternl extraide e propriedade emulsificante (ou
estabilidade da emulsio), & a TABELA 17 mostra os valores dos
efeitos para ambas as respostas. Para a guantidade de colesterol
extraido o desvico padrio dos sfeitos fol de 14,9975, indicando que
o tempo de contato nlo teve efeito significativo, aspenas & suUs
interacio com L/%. No intervalo de confianca de 954 o erro padrio
aumaenta para 73,14 e a interacdo nio tem mais agfeito
significativo. Andlise similar para a propriedade emulsificante,
cujo erro padr3o do efeitn foi de 00,1308 e ©,54628 no mesmo
intervalo de confianga, mostrou que considersndo o Gltimo erro

padric, ambops os efsitos nio sio significativos .

$,4- Equilibrio "pratico™

0w dados experimentals para o eguilibrico “pratice” com
tempo de contato de 15 minuwtos, 257C e 1p0 rpm, estio resumidos No
APENDICE C-1.

0 dles foi o soluto considerado para construcdo do

Hiagrama de solubilidade e curva de distribuicBo, com pureza de
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TABELA 16~ MASSA DE COLESTEROL EXTRARIDO E ESTABILIDADE DA EMULSAD
NO DETERMINACAD DO TEMPO DE EQUILIBRIO "FRATICO®

ENGAIG COLESTERGL ESTARILIDADE DA EMULBAD
{mg/l8g gema) {g Slen/dg emulsio)
i 8z,8464 n,7298
2 165,6223 B,4137
3 &%, 12080 2.85%20
4 209 , 2686 @,4141
B 18%,29386 2,6813
& 177 ,6434 @, 5965
7 192, 6420 @a,3724
TABELA ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA MASSA DE COLESTEROL

EXTRALDO £ ESTABILIDADE DA EMULSAD

EFEITO VALOR DA ESTIMATIVA
COLESTEROL ESTABILIDADE DA EMULSAD

Média 13%,4643 0, 60729

L/S 111,7623 -3, 3768

t 15,2500 7, 05603

L/S x & 28,1864 ~-3,8619
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29,9866%, segundo o teste de BLIGH & BYER (1%93%).

A FIGURA 9 mostra o diagrama de solubilidade para o
sistema gema~acetona. Neta—-se que a razio da masss de inertes pela
soluglio retida (N} & constante em  funcBo da concentracdo desta
solucZo. Como a massa de inertes n8c varia durante o Processh,
isto implica que a massa de soluclde retida serd constante.
Segundo ABRAHAM et alii (1988}, solventes polarss que solubilizam
parcialmente o élen facilitam a drenagem com o aumento da
concentracio deste (aumenta o valor de N), ppis a polaridade, gque
& responsavel pela adsorcio do solvente ao sdlido, € diminuida com
a sua incorporacio. MNeste caso pode—se dizer gque a polaridade n3o
foi afetada pela faixa de concentraglo deste estudo e por issoc o©
valor N permangosuy constante. A andlise de varilncia e teste de

TUKEY para N em funcio do valor Yh se sncontra no APENDICE C-2Z.

A FIGURA 18 mostra a curva de distribuicio para o
referido sistema, a qual se situa acima da diagonal, significando
gue a concentracido do soluto no refinado (?nj ¢ maior gue nNo
extrata {X“}, peis ha adsorcio preferencial do soluto pela matriz

sd8lida. A relacioc de Yn em fTuncio de Xn & dada pela eguacio:

Y = B.6074 Xhm'4666 {16}

4]

0 coeficiente de correlacfo encontrado foi de 9,9968 e a anilise
de wvarifincia para o modelo € apresentada na TABELA 18. O
procedimento NLIN do programa SAS (1985) utilizadoe para aohtencio
da regress3o estd no ARENDICE C-3

§¢5wSimu1aggn de um sistems de extragga contracorrente

0 sistema de extracio contracorrente, ilusirado na

FIGURA 11, compreende uma série de contatores e separadoras,
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TABELA 18- ANALISE DE VARIANCIA PARA CURVA DE DISTRIBUICAD

FONTE DE sSGMA BRAUS DBE MEDIA TESTE »
VARIACAD QUADRATICA LIBERDADL GUADRATICA

RegressAo A,2036 2 @,1318 623,47
Residuas 2,886 4 a,0002
Total (nio @,2043 &

corvrigido}
Total
corrigido @,8135 S

¥ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

o = 18,8
O, Pe24
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operanda continuamente e em regime permanente. 0 escoamento das
correntes  (superior e inferior) em contracorrente permite
controlar o gradiente de concentraclo de modo gue a extracic pode
rontinuar até mesmo guando a concentracio do soluto & baixa. Isto
facilita & recuperacio mais completa do solutg (maiores
rendimentos) guando comparada com a que £ atingida por sistems

tnico ocu multiestigio cocorrente, BRENAN =2t alii (1976).

Com a utilizacdp dos dados de squilibrio, conhecendo a
guantidade de alimentaclo (F+B) e sua concentragio em inertes e
soldveis, e aplicacdo do balanco de massa global & nos estigios, @
possivel estimar o ndmero de estigios tedricos necescirins para
alvangar um dado rendimento para detsrminada guantidade de
soivente utilizada. Neste caso, como os dados de eguilibrio se
referem ao total de soluto extralido, e o rendimento de interesse &
o da massa de colesterol, &€ necessaria uma correlacloc entre a
fracio missica {base livre de inertes) do colesterol no refinado
£Y¢) e a fragion massica dos solutos restantes (Yar}’ Fsta relagcio
& apresentada na FIGURA 12Z. 0 procedimento NLIN do  programa SAS
({1985%) e andlise de variliincia para o modelo estio apresentados no
APENDICE C-4.

Utilizando estes dados, um programa em BASIC  (AFENDICE
DY foli slaboradao para estimar g ndmero de estigios tedricos (NET},
a massa de extrato {final {Ri) # a concentracio {Xi}, para 1 kg de
alimentacio. Os parfmetros variaveis foram: rendimento e massa de
solvente. O programa também permite a utilizaglo dos parimetros Rx
£ Xi para a determinacdo da guantidade de sclvente & do valor
NET., Oz resultados das simulacfes sio apresentados nas FIGURAS 13,

14, 15 e 16.

A FIGURA 13 mostra gque o niGmero de estigios tedrigos
diminui com o aumento da gquantidade de solvente, =] mais
acentuadaments pars altos rendimsntos. Para um rendiments prdsximo
a 91 4, 4 estigios sws3n necessarios utilizando no minimo a
proparcic de 4,5 kg de solvente/l kg de alismentaclo. Utilizando-se
de 3 estégios e um minimo de aproxismadamente 3,3 kg de solventeskg

de alimentaclo & possivel conseguir um rendimento de extracio de
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colesterol de BOY. Este tipo de andlise permite a selecin das

melhores condicles operacionais para um sistsma de extragio.

A FIBURA 14 mostra uma relacio linesar entre a guantidade
de extrato em fungldc da quantidade de solvente wutilizada,
independenie do rendimento obtido. Isto &€ devide an fate da

salucio retida nos sdlidos inertes ser constante.

A1 (KG DE EXTRATO)

2 2.5 3 3.5 4 45 5
ACETONA (KG)

—~ R=68% —t— R=75% - R=B0% —#&— R=81%

FIGURA 14~ SIMULACAOD DA QUANTIDADE DE EXTRATO FPARA CSISTEMA
CONTRACORRENTE DE GEMA-ACETONA
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A FIGURA 15 mostra a variag8o da concentracio de soluto
do extrato sa funclo da qguantidade de solvente wtilizada para
diferentes rendimentos. Observa-se, para gualaquer rendimento, o
efeito da diluicdo do extrato com o aumento da guantidade de
splvente. Para uma dada gquantidade de solvente, o aumento do
rendimento promove wn aumento de concentracdo no extrato; para uma
rerta concentraclo de extrato, diferentes rendimentos podem S

obtidos por variaclo da guantidade de solvente.

.15+

Oty

0.05% 25 3 35 4 45 5

ACETONA (KG)

—a— RuB8% ~+— R=75% —#— R=80% —#&— R=01%

FIGURA 15— SIMULACAD DA CONCENTRACAD MASGICA DO EXTRATO FINAL ENM
(M SISTEMA CONTRACORRENTE DE GEMA-ACETONA
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A FIGURA 16 representa a variacBo da concentracin (hase
livre de inertes) do extrato (Xn) e do rgfinada (Yn), para um
rendimenta de extrac8o de colesterol de FLA, usando 3kyg
solvente/lkg de alimentagdo. Essa  figura iLlustra bem o que
acontece em um sistema de extraclo contracorrente: o refinado sai
exaurido em soluto (estigic &), & o extrato concentrado (estagio
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$,%-~ Efeito da razao LsF sobre colestercl e fasfolip£d903

extraidos e a estabilidade da emulsZo no "equilihria prétiam“

0 resultado estatistico se sncontra resumido na TABELA
1%, B os programas SAS (1985) utilizados estlo no APENDICE E. De
acordo com os resultades, a propriedede emulsificante das amostras
de gema com teores mais baixos de colesterol e fosfolipideos
permangceu inalterada em relag3oc & amostra tontrole {amostra gue
nado safreu extracin). Apesar da raz 2o de L.A5 afetar
significativamente a guantidade de Ffosfolipidegs extraida, seu
rendimento méximo na faixa testads foi de 34, bem inferior ao do
cnlesterol extraido (superior a 88X conforme LABY, pois os
fosfolipideos sBo pouco soldveis 0o solventes utilizado.
Provavelmente este fato possa Jjustificar & manutencio da

capacidade emulsificante da gema com baixo teor de colesterol.

Observa—-se certa tendéncia de aumento da propriedade
gpauleificante com malor extraclo dos liplideos, o gue indiretamente
aumenta a concentrac8o dos fosfolipideos na gema & favorece a
formacio de emulsdes mais estaveis. Estes aspectos deveriam ser
aprofundados em pesquisas posteriores, porgue  poderio ser

witilizades na otimizacio e controle do processo.

3.5~ Anélise Sensorial

De acorde com o©os resultados do item anterior e do
equilibrio "pratico', a maiocnese foili elaborada wuitililizsndo-se gama

com 13% de colesterol, obbtide com L/7% igual a 12,

Os resultados do teste de aceitac3o para aparéngia e
sabor, aroma e textura da formulagc3oc e da amostra padrio sdo
apresentados na TABELA 20. Foram analisados usandp o procedimento
GiM, do BA%, apresentado no APENDICE F. As médias da formulacio e

do padrio para ambos parimetros diferem significativamente
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TABELA 19~ TESTE DE TUKEY PARA COLESTEROL, FOSFOLIPIDEDS E
ESTABILIDADE DA EMULSAD

/5 COLESTEROL FOSFOLIPIDEDS ES$

{g) {g) (g Slen/S%a maionese)
z/1 B.8B667a Q,01668c 8,825
hrl B, 1765670 @,340000 B, 722ab
1271 B,29880c @,Bn7380a B,4490
Controle 3, 3aa20d 2,88008c D, F78ab

Valores segguidos de letras iguais nio diferem significativemente

ag nivel de 9% de probabilidade.

£S5 Estabilidade da emulsio

TABELA 20~ VALDRES MEDIOS DE ACEITACAD DA AMOSTRA DE MAIONESE PARA
0S ATRIBUTOS DE APARENCIA E SABOR, AROMA E TEXTURA (1 = DESGOSTET
MUITISSIMO, 9 = GOSTEI MUITISSING)

BMOSTRA APARENCIA PREFERENCIA

Formulasdo 3,467a S,6487a
Padrio 7, 6900 7.%87h

Valores contendo letras em comum ndo diferem significativamentes ao

fiivel de 54 de probabilidade (teste de TUKEY).
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gntre si ao nivel de 534 de probabilidade, sendo o8 valores mais

elevados para o padrio.

Os resultados do teste de aceitaclo para a aparéncia na
forma de histograma s3o apresentados através da FIGURA 17,
Observa—se que snguante aproximadamente 257 ders provadores
gostaram ligeiramente da aparéncia da omaionese formulada com  a
gema com baixo teor de colesterpl, 654 dos provadores gostaram
muaito da aparéncia do padric. 8 principal razfo da bhairxa aceitacio
da Tformulacido proposta, segundo a descric8o dos provadores,
deve-se & ndo homogeneizacdoc da mesma. A homogeneizacBo esta
reilacionada com a reconstituiclo da gema, gue por sua vez &sté
ligada & guantidade de 3hgua utilizada w» aos meiocs mecénicos para
cominuicio das perticulas e dispersio das mesmas no meio. Devido i
pouca guantidade processada, homogeneizadores disponiveilis nio

puderam ser witilizados e a aparéncia ficou comprometida.

Guanto & preferéncia, levando-se 2m conta o efeito do
aroma, Sabor e texitura do produto, os resultados s3c mostrados na
FIGURA 18. Observa-se nitidamente gue o padrio iteve uma malhor
aceitaclo do gue a formulac3o, pois cerca de S38% gostaram muito do
padric, principalmente do ssu sabor; 2074 dos provadores
desgostaram ligeiramente da formulacio, mas cerca de 18% gostaram
entre muito e ligeiramente da mesma. O fator gus mais contribuiu
positivamente para a aceitagdo do produto fei a textura da

maionese {474) e no sentido negativeo foi o sabor oleoso (98%).

Be modp geral, & acelitaclico da maionese foi  regular,
podendo ser smelhorada com a alteraclo da fTormulacdo e uszo de

homogeneizador.
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&-CONCLUSSES

i~ As varidveis gue exerceram maicr influsncia sobre o rendimento
da extracio do colestercl da gema desidratada foram: a razin de

solvente para alimentac3oc {(L/S) & a temperatura (T).

2- 0 modelo guadritico usado para medir as influéngias de L/8 ¢ T
sgabre o rendimento de colesterol, mediante construcio de
superficie de resposta, ajustou—se muito bem ans dados

experimentais, explicando 99,80% da variincia dos mesnos.

3- 0 tempo de eqguilibric “priticde’ de 15 minutos, indicou
tratar—-se de um processo de extraclo muito répido; o dleo ou o
colesterol & facilmente acessivel an solvente devido 39 raduzido
tamanho da particula e 3 natureza permeiavel das particulss da

gema &m pd.

4—- A extracdo do colestercl e fosfolipideos da gema desidratada
nas condigdes de equilibrie avaliadas, ndo afetou de Fforma
significativa a sstabilidade das emulsdes de maiocnesse em relacio A

emulsio produzida com gema controle (desidratada’/ sem extracfo).

- & maipnese produzida com a wiilizaclo de gema com baixo teor de
colesterol (3,3 mg/g sélidos secos) obteve uma aceitaclo inferior
tanto na aparédncia como em relacdo a0 aroma, sabor g  textura,
ainda que tenha sido considerada aceitdvel por cerca de 59%L1 dos

consumidores.,

b~ Os resultados dessa pesquisa inicilial iandicam gue o processo  de
exitracio do colesterol utilizande acetona ceomo solvente, pode ser
altamente viidvel do ponto de wvista alisenticic =, constituem
também um ponto de partida para pesguisas mais aprofundadas, gque
visem tornar o processo  indusitrial altamente rentavel para as

inddstrias gue tém & intencdo de comercializd-~lo ou usi~lo em sUas

&8



formulagdes, dada & crescente demanda por produtos dietdticos em

detrimento da preservacio das boas condicdes de sadde.
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7~ SUGESTOES

De acordo com as conclusdes obtidses, esta linha de
pesguisa poderd ser explorada para uma vis3c globalizada do
processo, visande a gtimizacBo do mesmo sa escala de laboratdrio e
posterior implantaglo de uma unidade piloto &, neste sentido =30

apresentsadas algumas sugestdes:

- Ytilizar planejamento fatorial fracionado para conduzir um
estudo similar aso realizado neste trabalho para construc3c de
superficie de resposta, modificando os wvalores das variiveis
envolvidas & analisando em conjunto com o rendimento, outras
respostas igualmente importantes para chegar & otimizaclo do

processe (cor, estabilidade de emulsic, volume do bolo, etc.).

2- Utilizar métodos mais sofiscados {(HPLD ou cromatografia sm fase
gasosal) para a dosagem do colestercl, para maelhorar & precisio
dos resultados e dessa forma construir novas curvas de egullibrio

para o sistema gema—-acetona,

I~ Merificar a influéncis dos métodos de eliminaclo do solvente
{ou secagem) nas propriedades fisicas e guimicas do produto obtido
@ caracteristicas sensoriais de maiongsse {(ou outro produto gque

tenha sua utilizaclo) produzida com O mesmo.

4- Conduzir a anidlise sensworial de maiongse (ou cutros produtos)
mais elaborada, a fim de avaliar a infludéncia das proprisdades

fizsiras e quimicas na otimizacdo da formulaglo do produto.

3—- Estudar a relacdo da solubllidade protéica & estabilidade de
emilsio em funcBo dos niveis de colesternl 8 fosfolipideos
extraidos, no acvompanhamento do comportamento protéice & nivel

" molecular e estabelecimento das condiches Stimas de extracio.
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4— Montagem £ avaliacio do desempenho de uma bateria de extratores

e meparadores em escala piloto, para producio de gema com  baixo

tear de colesterol.
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&% Célaula do fator do fésfara

ey conversio ca faaforo inorgénico {P) oara

fosfolipideos (PL) € gxpresso psla seguinte relacBo:

4P % PMO(PL)
% PL o=

PM (P

aride PM & peso molecular .

0 peso molecular do foHuforo £ 38,97 ¢ o PM do PL &
nbtideg lgvando em consideracBio a porcentagem de cada P,

apresentadn na TABELA 1 g também a % de &cidos graxos em cada  um

deles, apresentados na TABELA 3. Para estes cdlculos foram
considerados apenas os fTopsfolipidios presentes em maior ot
fosfaditilcolina {PC), fosfaditiletanclamina {FE} =
lisofosfaditilcolina (LPC). Seus DES0s moleculares s30
respectivamente: 223,22, 181,13 e 240,19. A6 TaABELA A-3 foi

construida para facilitar o cédlculo.

TABELA A-3—- CONTRIBUICAD DOS GRUPGS ( PM . % 3

ACIDU srRAXD PC HE LG

& b & ] a
1&4:8 71,263 G4, 5808 115,784 55,128 DZ2,B73
iG:1 e 1,528 11,4357 - -
18:8 21,828 S3,191% 58, 583 22,138 18,4246
183 @z, 17a 808,378 TR,EF2 48,6%3 85,312
18:2 &0, 368 33,833 11,457 19,561 84,672
18:3 18,803 2,774 24897 5,549 8,872
2B: 4 - 8,221 9,481 31,856 29,832
2215 e 2,444 - ?.915 -
22:5 e &, B8998 - 21,824 -
S0FA 275,654 273,625 '2é4,?23 28%,844 277 694
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Peogn molecular do PL considerandn valores de a:

PC = [ (273,654 .2) + 223,2)1 . 8,73 = 562,471
PE = [{264,723 .2) + 181,131 . 8,19 = 106,586
LPC = [(277,6%6 .1) + 243,19)]1 .0,058 = 30.037
Y = 699,04 fator = 1. &99,04/38,97 = 22,573

Analogamente utilizando os valores de b , o valor de f
ohtido foi de 21,78. 0 resultado serd considerado a média desses

valores, 22,177,
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APENDICE B

B-1- Metodo de calculo para o desvio padrag e  erra padrag do

efeitoc para o experimento fatorial.

Com ps valores da variidvel despendente no ponto  central,

calcula-sea:

¢ yz - Y z L i-2
SiH N - 1 (S:(Sp}
Sf = varincia da variédvel em cada replicata
Yx = valor da wvariavel em cada replicata
¥ = valor médio das replicatas
Sz = média das varidncias
& = desvie padrio ( ou erro experimentall
M o= ndmero de replicatas
0 erro padrio do efeito € dado pela relacBo:
Vief) =V (B -B)=V (R )+V {H )=S* /n+ 8 /n
+ - + - P P
Y (ef)= 285 /n & . =V tef)?’®
24 af
Y o {ef) = média da variancia
Yo ﬁ; } = varifincia dos valorss +
vV { R_ ) = varifncia dos valores -
Iy = namern total dos valores + & -
ééf = desvio ou erro padrio do efeito
No pressnte caso itemos n = 8 & entdo 6ef = &/27

H1



B-2—~ Metodo de calculo do erro padrag do efeito para cada termo da

ur Ld
equacac de ajuste para contorno ¢ superficie de resposta.

Utilizando programa Regery de SCARMINIO & BRUMS
(198%), obteve-sp a matriz dos fatores de propagacio do erro.
& valor do erro experimental dos par3metros € 2 obitido pela raiz
conforme

quadrada da multiplicagfo da varilncia {ralculada

mostra o APENDICE B-1) pela matriz dos fatores de propagacio.

A titulo de ilustraclo os resultados para a determinagido
do erro  experimental para o models guadratico s3eo mostrados

ahaixo:

Errp experimental Matriz dos fat., Variinocia Raiz guadrada

nos parametros de propagacio
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i ‘Sb B,3333 2,3949
[=]
S, , 1292 1,5279
5, @,1250 ® 18,674 = 11,8279
B @#,1772 11,8191
& B,1772 1,8191
hz22
& @,2500 2, 1687
- hi2




B~3~ Programa SAS de regresﬁgo nao linear para ajuste da equaggo

Ll ”
para construgcac do contorne o superficie de resposta.

RPBEL DATA EXEMPLOY

sPRBRE O INFUT =l =2 v

;BREBRT CoARDEy

:BRBRs ~1 -1 64,2550

rBRBES +1 ~1 BY 4020

dBEAns ~1 +1 BT YBIE

sERERT 1 41 BT 1457

ABAER B B T9.47863

BBIEY 0 B 83,2672

SERHLD ~1.414 & 57,1387

ERALL vl.414 @ Qe YETT

BRI B ~1.414 F4.338b

PRBBLE & +L.4504 84,1858

FRENALS B B TA4.65460

AEHLS

PUEELE PROC KLIN DATR=EXEMPLO METHOED=DU
SBEARLT  PARMS a=7%.0 b=12.89 c=-2.8 d=—4.8 e=l. 8y
(ERBLE MODEL vmatbhEultofe@edie iRk SredndiRdy
FREBALY RNy
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APENDICE ©

C-1i—- Dados experimentalizs de aquilibrio “préticm“ a Bﬁgﬂ, 18 min e
160G rpm.

TABELA C-1- VALORES MEDIOS DOS DADOS DE EQUILIBRIO

L/S X Y M e Yar

271 @,17060 ?,2700 @, 2609 @,0106 09,2594
471 B, 1008 0, 2000 @,R2700 @, 00&E @,1938
&6/1 @, 0708 0,170 @, 2600 @, BOay @,1651
8/1 @,B520 @, 1660 B, 2800 z,20847 @,1558
18/1 @,8420 @, 1500 0,2700 @ ,00833 @,1467
1271 G,0370 @,1200 @, 2600 @, 8026 @, 1174
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-2~ Programa SAS de analise de variancia e teste TUKEY para N x

¥ © resultados.

;60004 DATA EXERPLD; fnalysis of Variance Procedure
;00T [HFUT TR ¥Y;
0003 TARDSS Tukey s Studeniized Range {(H3D} Test for variabie; HY
104 1 9,28
R 1 3,76 HOTE: This test ronbroly the fype | esperisentuise error rate, bt
00004 1 9.26 generaily has a higher type 1% arror rate thas REBHG.
100807 2 9,27
0008 2 4.23 Rlphss 9.05 dfs & HBE= 0000047
16060% 2 9.2 fritiral Value of Studentized Ranges 4,339
D00 3 0.28 ¥inimun Significant Differsnces §.0203
100011 3 6.4
00E2 3 0% Heans with the sage letter are nob significantly differest.
$06013
sGh014 FROC ANGVA; Tukey Brouping Hean IR
06015 CLARBES Thy
(GO0LG HOLEL WY=TRj & 4. 27090 3
O0RLT BEAHE TR/TUREYS 4
00518 RUN; A i, 2B I3
A .
A 4, 26000 301

C-3~ Programa SAS de regressga linsar para XX ¥,

FEWEHL DATA EXERPLO

ARGEHT  INPUT AW YN B3

sPERnE CARDEY

PEEnS @017 B.E7 1

JORERE @018 .28 2

sERnRS B.97 8,17 3

(PRBRT7 B.95 B.16 4

sBPpRNE B.043 B8.193 2

FOBRAY D.037 8.1 6

sRBALe g

POALL PROC NMLIN FLOT METHOD=DUD;
SOEBLE  PARME O=0.59732 B=0.439703
PBOEAT MODEL YN=AX(XNRER)

Ernln SR R

=}+]




£-4-~ Programa SAS de regressga nga linear para ycx yér &

resul tados

SOEBRL DATA EXEMPLO:
(ERAAR  INPUT YL Y0 Mo
SOMBAT  CARDS;

;OGH0A D010 @.25%3 )
SPBURS O.0060 G193
DTG D.ODGY G.1A51L 3
(EBRRT B.2047 $.1358 4
Q0008 §.PRIT B.1467 4
cODODT V.PBTA B.1L7A &

RN 3

FEBPLL PROC MLIN PLOT METHOD=DUD;

e S oA=P. 131 Bel.850R5
SBORLE FODEL YO=R% (YOREB) :

JOEBLS RUN;

N~ inear Least Bguarss Summary Shatistics C Deperdent Variable YO
Db e D Sum of Douarss PMerar Douare

Fegresslon P OB.eRE21431412 § . BRALATHATRE
SBoemicdual 4 @B .BRER0RB4RALEE TR v inty; N
tneorrectaed Total & B, OERRISEITRRE

{Lorrected Total) EEESR i QR 1 11417 7 2 U B A

Faramstar Fatimate Aaympltotic feyvoptotic 99 4
Sitd. Ervor Confidenocs Intarval

booowes e Uppeyr
GBTALYRL B L7IRLRSTAL

i @ 1RMAT7EZE D.AL7ERA8EEED B.87
Et LLEIB47EE67 B @093 111244 1, 80001170466 2.1

86




APENDICE D

Aur
Frograma Basic para simulacao de sistema de

contracorrente

14 BER ERTE PROGHARA SLRVE PARA CALTULAR § GUANTIDSEBE 0 CYTRATE FiNg

74 RER [RL), SUA CONCENTRACAD (§1) B O HUEERG OF ESTAGIGS TEQRICDS (1)

30 RER HfEES*hFIGS FREA ALOARCAR UM DADO RENDIRENTD HA EYTRALAD 86

4 REM COLESTERGL DA GERG DESIDRATAER, 8 730

S REH NOBENCLATURS DA% VARIGVEIDS hﬂhﬁ&b RESTE FROGREHA

G0 REM 5= GUAHTIDADE DE BERA DESIDRATADS (iR}

To kiR O OURATIDADE BE COLESTEROL KA GEHALYE)

3% RE¥ 8= GUANTIDABE OE THERTES (00 IHSOLUVEISY KA SE8d (15

3 REH F= HENTIDADE BE GOLUTO {OLEO) EM § (¥A}

193¢ REH HNP= HASHA BE [HERTES/RASSA BE SULUCAD ADERIBA (KR/KG!

116 REH Yi= BASSA BE COLESTERDL/MASSA BE SOLUCAD ARERIGA

125 RER Y= HASEA Db OUTRDS SOLUTOS/RASSA DE SOLUDAD ABERIN

13% RER YEF= HASEA DF SOLUTN TOTAL/MASSA DE SOLUCAD ADERINA HO ULYIRD

1§% BEH ESTARID

158 HER ENF= BASSA DA SOLUCAD AOERIRS (ER)

t4d REH RHPI= BUANTIDABE DL SOLVENTE QUE ENTRA B0 ULTIRD EST&GID (ER)

175 B Y4D)= CONCEMTRACAD DO SRLUTO RO FYTRATE

120 RER Y(I)= HABSA SE SOLUTO TOTAL/HAGRSA DE SOLUSAD ADERIDA (RECIMANDY

i RER YF= RMASEA DE SOLUTO &8 57 QSQH DE SCLUCAD

200 REW DELTA= DIFERENCA {EH HAGHA! ENTRE A CORREWTE GUE ENTRA F SAT BE

230 RER BT U EETABID

FHr REY ROD)= BUAKTIDADE BE EYTRATO BUE 541 BO ESTAGIO [

3 SEM RERD= REHGIMERTO DA CITRACAD PO CBLESTEROL

L#ﬁ KER #CR= RNSSR DE COUERTEROL RESTEHTE DE ALORDD £0M REXRBIMERTO (85}
241 HEH HOUE= MASSA DT COLESTERODL HO EXTRATH

7ﬂﬁ GiE {1007, L1003, Y{io0)

230 =1

0 F=, 5711

276 8= 4089

55 0= 0753

258 YF=1

350 HEp=.27

319 TRPUT “RERBIKENTO=" REND

320 #LR={{GRCHE(100-REND) 1/ 109

330 YE=THCR/B)ENNF

4% Yh=(Y0A 1245154

138 YEP=YUHYE

340 THP=B/RuP

361 BELTAE=ERPEYNP

S62 INFUT "SE VOLE CONHECE & CONCERTRACAD DO EXTRATD ({1} BISITE 1*; 1

1463 IF I=1 BUTO 449

364 INFUT *5¢ VOCE COMHECE & GUANTIDADE DE FXTRATD (R{1}) DIBITE 2 £

385 IF E=7 GOTO 6335

379 IRRUT POUANTIDADE DE SOLVENTE(KB)®y RWFI

T
H
9
kA

87
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390 01 FeFHRHRL-EHP

WLORRINT frild=ty ALL)

800 1{Ly={F3VF-BELTALI/RIL)

403 FRINT "x{l)=%3 ¥{1}

356 ¥11)={K11)%, 465618, 5074

311 LFRIHT "v(1)="; ¥{1)

539 =1

431 I=i%]

433 LRRINT *1=7y 1

330 RiL)=RUPL

§31 FRINT *ril)="¢ R{I)

540 $E1}e(ERPEYLI-1)-DELTALY/R(T)

§4L LRRINT “atii="y K1)

359 ¥UEI=(819" 468813, 6074

450 LFRINT “y(il=y (D)

150 IF YLLYL=YHP THEH 473

70 BIIC 421

475 E={VP-TLI-L) HAOFLE -9 LI

575 BEIHT *k=vy ¥

450 LPRINT "RENDIHENTO=®; REND; "RHPL=";RNFI
470 LERINT "R{L3=" (kL) "Ri1b=Ys 204
560 BE={1-1}+K

595 LFRINT *H="y HE

&50 INFUT BESEIA PRDSSESUIR (GIH 3=¢)"y
532 1F J=0 BOTE 310

o
Wi

&30 END

430 IHPUT CLORCEHTRACAD DD EXTRATE LY
E50 R{LI={FEYF-BELTRLIELL)

Hh1 FRINT *ril}="¢ R{1}

L35 RHPI=R{LYEERP-F

571 PRIHT *RNPI="y REFL

3% BOTO 410

&35 THPUT “DUANTIDADE OF EXTRATOLEGY"; BRIL)
B30 RNFL=R{1}+ERP-F

491 PRINT “ANEL=*REEL

700 RUTO 400

Y0P
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Programa

APEMDICE E

SAS para avaliaggo

das

respostas:

=3 fosf&lipideos extraidos e estabilidade da emul Sac.

colesterol

SH00L DATH EXENPLE;
00007 THPUT TR ©3
06007 CARES;

86504 1 0.9

0903 1 0,48

000f DATA EXENPLD;
H002 THRUT TR £
D00 CRRS;

00094 14,6928
09095 { €,8519

R
RSy
HEGUEY
L5307

18,09
2 019
20,47

3.17

Colesterol

00005 19,9302
HO00T 70,8331
100008 2 4.8450

Estabilidede da

40011 5 2,19
HET D B0
(5013 & 0.0000
(08014 § 00000
3015 40,0000
9801

Hieny
13
85843
30070
e ]
(66001 DATA EXERPLE;
07 THRHT TR Fy
SHG093 CARDS;

190004 10,0100

HR005 1 9.0100

0006 16,0160

SGG0UT 20,0500
06068 20,0500
LA 20,0400

50815 § 6.9800
59611 39,0740

SH0017 3 0.9700
SO03F & 4,000

;0014 4 £.0000
615 4 9.0000

Hug L
01T FROC ANOVA;
109018 LLARRES TR;
(36017 MDBEL P2 TRy
10020 HEANS TR/TUKEY;
169621 AU

i
110 3 8,20
3

FRAC ARDYA;
CLASEES TR
FAGEL £= TRy
HEANG TR/TUEEY,
Ri:

Foefol ipideos

89

G009 7 1874
I R I X &
LGOS NI £
(G012 50,4228
sOGG1T 4 0.90%
(00014 & 0,850
$06015 4 0.5307
0014

(00017 FROC AHOGYA;
$G0LE TLARSES TRy
100017 BOREL B TRy
100020 BEARS TR/TEY:
TH0F1 Ry

Pl e



Programa SAS para analise de variancia

GRENDICE F

N

.
regiltados da analise sensorial

(p@agl BATA PROJY
(GOREZ INPUT AN PROV AP PREF;

(B0A8T LARDS;

hpess 1 187
(opges L 288
Bpsge 1 37 8

:paeR7 1 47 B
Bopes 1 54 8
BR0Y 16 . 6
EPEIB L 7 8 &
(Megil 1 B B 6
pEEIZ L9 R 7
(8813 1 13 4 8
;fadia L 457
A1 11299
ERLE 1 1399
pEpi7 L 1488
1ppHLe L 15 B 8
:R8B17 1 14 8 B
;eR828 1 178 8
(B3R L 1B 88

268922 1 1983
ey W
(EEI2 L 2187
1GBB23 1 2289
83626 1 2398
BOE27 1248 8
GaEm 13548
08079 L 26 B 8
EH3E 1 27 8 8
(Ea31 128 8 7
G832 1298 8
1B8833 13857
B3 21 8 8

28835 2277
BEA36 23 4 4
HEe37 2 4 47
(00038 257 2
60039 2 6 3 4
;qpR4E 2 7 4 8
60041 28 6 9
28842 2 9 4 4

F i

;30043 218 B &
128843 2 11 & 4
00045 7 12 8 8
(Bs 7 13
;98887 7 44
$B084T 2 15
(70043 2 14
:5Bas8 7 17
13EBSE 2 10
(69052 2 19
;88853 2 30
63854 2 2
(BEBSS 2 22
;6AR54 2 33
B857 7 7%
;6888 2 7%
108659 2 %6
8088 7 2
18B86Y 2 2B
(B086T 2 79 4 4
(BEBLY 2 1B 4 B
<BEBRA FROD GLH;

et LT EED cRw odE LN fed e O e R LM D

RS Sl B el b D ed Ced T B R ke e L WEm s

&
3
2

teste

de

198343 CLAGSES AN PROV;
:08%As HRDEL AP PREF=AH PROV:.

;08847 HERUS ANSTUKEY
:BEB4R RUK:

TUKEY dos



