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O ovo por ser um alimento rico em colesterol e lipidios, torna-
se susceptivel a oxidagdo, principalmente quando submetido
a processos que envolvem altas temperaturas, como é o caso
da atomizagdo. A prevencdo ou redugdo da oxidagdo lipidica
do ovo é possivel pelo uso de antioxidantes. Os objetivos deste
trabalho foram: a) Verificar por meio de teste de concentragéo de
antioxidantes, a estabilidade lipidica do ovo integral pasteurizado
atomizado adicionado da mistura de extrato de alecrim, extrato de
cha verde e BHA (AO); e b) Otimizar a concentragédo da mistura de
AO adicionada ao ovo liquido integral pasteurizado, posteriormente
atomizado, pelo modelo matematico proposto pela Metodologia
de Superficie de Resposta (RSM). Foram ensaiadas dez misturas
de antioxidantes no ovo integral pasteurizado atomizado (OIPA) e
refletiu na sua estabilidade oxidativa lipidica, verificada pelas TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico), CATL (capacidade
antioxidante total da fragao lipidica), CT-F (capacidade redutora pelo
reativo de Folin — Ciocalteau), AGL (acidos graxos livres) e AS-233
(substancias absorvidas a 233nm). Os resultados mostraram que a
RSM foi adequada para descrever a formagédo dos AGL e AS-233
no OIPA, podendo estas ultimas serem usadas para fins preditivos.
A otimizacdo da mistura de antioxidantes baseou-se no modelo
matematico obtido com as AS-233, onde foi proposto como sistema
antioxidante 150ppm de BHA, 600ppm de alecrim e 300ppm de
cha verde. A RSM foi determinante para se constatar com precisao
aceitavel ainfluéncia das diferentes concentragdes dos antioxidantes
adicionados ao ovo para manter sua estabilidade lipidica.
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1 INTRODUGAO

O ovo é consumido diretamente como alimento, na sua forma in natura, e/ou indiretamente,
como ingrediente participando da formulagéo de outros produtos alimentares, depois de processados
(TAI; CHEN; CHEN, 2000; OHATA; VIOTTO, 2011). Os principais processamentos industriais
utilizados em ovo séo a pasteurizagdo e a atomizagéo (KITAHARA, 2004).

A pasteurizacao tem sido utilizada como processamento prévio a atomizacao, garantindo
a estabilidade necessaria do ovo liquido como matéria-prima a ser transformada em ovo em po6
(FELLOWS, 2006). A atomizagéo consiste da pulverizagao do produto liquido em um compartimento
que recebe fluxo de ar quente. Como consequéncia ha evaporagao da agua e a separagao do produto
em po. A rapida evaporagado da agua permite manter baixa a temperatura das particulas solidas,
de maneira que a alta temperatura do ar de secagem (170-230°C) néo afete demasiadamente o
produto (ROSA; TSUKADA; FREITAS, 2010).

O ovo por ser um alimento rico em colesterol e lipidios, torna-se susceptivel a oxidagao,
principalmente quando submetido a processos que envolvem altas temperaturas, como € o caso da
atomizagao. Assim ha a aceleragédo das reacgdes entre os lipidios e oxigénio molecular, resultando
na formacao de compostos indesejaveis, como dialdeido malbnico, 6xidos de colesterol e produtos
da reagédo de Maillard (GALOBART et al., 2001; CABONI et al., 2005; MAZALLI; BRAGAGNOLO,
2007).

O controle da estabilidade lipidica € necessario para prevenir a perda nutricional, o
comprometimento de atributos sensoriais e a produgdo de compostos toxicos. A prevencado ou
reducao da oxidacao lipidica no ovo atomizado e demais alimentos, pode ser possivel pelo uso de
antioxidantes (GALOBART et al., 2001; LAROSA, 2011; BERTOLIN et al., 2010; 2011).

Estudos indicam que ha maior interesse da industria de alimentos pelos antioxidantes
naturais, devido a tendéncia dos consumidores em rejeitar antioxidantes sintéticos em alimentos e
a comprovacgao dos efeitos colaterais (alergia e doengas degenerativas) (BERTOLIN et al., 2010)
ao organismo dos antioxidantes sintéticos em doses elevadas (ZHENG; WANG, 2001; RIBEIRO;
SERAVALLI, 2004; RAMALHO; JORGE, 2006; FACCO; LAGE; GODOQY, 2009; BERTOLIN et
al., 2011). Assim, diversos extratos de ervas como alecrim, cha verde, coentro, salvia, tomilho e
manjericao tém sido investigados devido o seu poder antioxidante, que é atribuido ao seu conteudo
de compostos fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007; PERUMALLA; NAVAM, 2011). Extratos de alecrim
e cha verde tém sido utilizados na substituicdo parcial de antioxidantes sintéticos convencionais,
associados ou nao entre si (CARVALHO, 2012).

Sendo inevitavel o uso ndo totalmente seguro de antioxidantes sintéticos, como vem
ocorrendo com o BHA (butilato de hidroxianisol) e BHT (butilato de hidroxitolueno), para impedir as
consequéncias provocadas pela oxidacéao lipidica em alimentos, torna-se importante substitui-los,
ainda que parcialmente, por antioxidantes naturais, que sejam seguros, € cuja agéo possa no minimo
ser semelhante. Dessa forma, o presente estudo buscou por meio da metodologia de superficie de
resposta (RSM) avaliar os efeitos de multiplos fatores e suas interagbes, em uma ou mais variaveis
de resposta, cujos objetivos foram: a) verificar por meio de teste de concentragéo de antioxidantes,
a estabilidade lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado adicionado da mistura de extrato de
alecrim, extrato de cha verde e BHA,; e b) otimizar a concentragao da mistura de extrato de alecrim,
extrato de cha verde e BHA a ser adicionada ao ovo liquido integral pasteurizado, posteriormente
atomizado, pelo modelo matematico proposto pela Metodologia de Superficie de Resposta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E AMOSTRAS
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Os reagentes utilizados tinham grau analitico compativel, adquiridos de varios fornecedores:
hexano (Synth, 147), sulfato de sodio anidro (Vetec, S2032.01.AG), acido sulfurico (Synth, 31190),
molibdato de aménio (Vetec, 122), fosfato de sédio monobasico (Vetec, 0752), etanol (Vetec,
000103.06), a-tocoferol (Sigma, T3251), n-Hexano, grau HPLC (Sigma-Aldrich, 110-54-3), Iso-
propanol, grau HPLC(Sigma-Aldrich, 67-63-0), Padrao de 7-cetocolesterol (33-hidroxicolest-5a-ene-
7-one) — Sigma (C2394), Florisil - Merck (MgO:SiO2, 15:85), acetona (Vetec, 187), metanol (Vetec,
102), acido tiobarbiturico (Merck, 1.08180.0025), reativo de Folin Ciocalteu (Dinamica, 2336), acido
tricloroacético (Vetec, 466), cloroformio (Vetec, 192), n-heptano (Synth, H.1001.01.BJ), &cido galico
(Sigma-Aldrich, G7384), fenolftaleina (Synth, F1005. 01. AE), hidroxido de sodio (Synth, H2000. 01.
AG), antioxidantes naturais da Danisco: Extrato de cha Verde - Guardian™ Green Tea Extract 20M
e Extrato de alecrim - Guardian™ Rosemary Extract 08; e BHA (butilato de hidroxianisol) — Synth
(B1028.02.AE).

As amostras de ovo in natura (em casca) recém produzido (3 dias) foram adquiridas
em supermercados na cidade de Sdo Paulo-SP. Foram ensaiadas amostras em triplicata (n =
3) compreendendo 12 ovos/amostra, isentos de casca, as quais ficaram estocadas na propria
embalagem comercial, mantidas em temperatura ambiente (25°C+2) até o inicio dos experimentos
(até 2 dias). O prazo de estocagem correspondeu ao de validade de 30 dias indicado pelo fabricante.

2.2 OBTENGAO DO OVO LiQUIDO INTEGRAL, OVO LIQUIDO INTEGRAL PASTEURIZADO
E OVO INTEGRAL PASTEURIZADO ATOMIZADO

Ovos (in natura) sem casca foram homogeneizados com auxilio de bastéo de vidro, em
um béquer revestido externamente com papel-aluminio, e peneirados em tela de nailon (1mm?). A
amostra obtida foi transferida para um processador de alimentos (Philips Walita 600 WATT), mantido
sob vacuo, e agitada por 1 minuto para completa homogeneizagao entre a clara e a gema. A amostra
homogeneizada foi transferida para um kitassato, aplicado vacuo por meio de uma bomba de vacuo
(Quimis Q355B), para que assim houvesse a remogao de bolhas de ar formadas anteriormente, e
mantendo o sistema sob banho de gelo para acelerar esse processo (ESCARABAJAL, 2011).

O ovo liquido integral, obtido como anteriormente descrito, foi pasteurizado em banho-
maria a efetivamente a 65°C, por 3 minutos, seguido da redug¢ao imediata da temperatura (choque
térmico), por imersao em banho de gelo até 0°C (ESCARABAJAL, 2011).

O ovo liquido integral pasteurizado resfriado obtido anteriormente foi adicionado de trés
partes de aguadestilada, misturado com auxilio de um bastéo de vidro e entdo submetido a atomizacao
em escala de laboratério (Buchi Mini Spray Dryer B-290), nas seguintes condicbes empregadas:
temperatura de entrada de 170°C; temperatura de saida de 63°C; vazéo de alimentagéo, de 15mL/
min.; fluxo do atomizador, de 439L/h; e, tempo de operacgao de 1h/L (ESCARABAJAL, 2011).

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Por meio de teste de concentragcado de antioxidantes, usando a metodologia de superficie
de resposta (RSM), foram adicionados antioxidantes (Extrato de alecrim, Extrato de cha verde
e BHA) em diferentes concentragdes ao ovo liquido integral pasteurizado, antes da atomizacgao.
Adotou-se um delineamento experimental completo do tipo 23, com 2 replicatas no ponto central,
totalizando 11 ensaios independentes (MONTGOMERY, 2000), como é mostrado na Tabela 1. Na
Tabela 2 encontram-se os niveis das variaveis independentes a serem testadas em misturas. Todos
0s ensaios foram realizados em triplicata.

Nao foi encontrada legislacao especifica para adi¢gao de extratos de alecrim e cha verde em
alimentos. O fornecedor (Danisco) recomenda que sejam adicionados de 0,1g a 0,5g cha verde/ Kg
de 6leo ou gordura e de 0,2g a 1g de alecrim/ Kg de 6leo ou gordura (DANISCO, 2011). Portanto, as
concentragdes dos extratos de alecrim e cha verde encontram-se dentro dos limites recomendados
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pela DANISCO (2011), enquanto que a concentragdo do BHA esta de acordo com a legislagédo
brasileira (BRASIL, 2005).

A concentragdo em ppm dos antioxidantes adicionados ao ovo liquido integral pasteurizado
baseou-se na concentracao de lipidios totais do ovo liquido integral. O produto atomizado obtido foi
mantido a 5+2°C por até dois dias, até a realizagao das analises.

TABELA 1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ADOTADO

Antioxidantes Ensaios
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11*
Alecrim -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 0 0 -
Cha verde -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 0 0 -
BHA -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 0 0 -

*Sem antioxidante

TABELA 2. NiVEIS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES A SEREM TESTADAS

Alecrim (ppm) Cha verde (ppm) BHA (ppm)
-1 0 1 -1 0 1 -1 0 1
200 600 1000 100 300 500 100 150 200

2.4 OTIMIZAGAO DAS CONCENTRAGCOES DA MISTURA DE ANTIOXIDANTES

A otimizagdo da concentragdo da mistura de antioxidantes procedeu-se com 0 uso
da fungdo de desejabilidade, que seguiu a imposicao computacional exaustiva nos pontos com
respostas 6timas (DERRINGER; SUICH, 1980). Assim, novas amostras de ovo liquido integral
pasteurizado foram preparadas e a elas adiciona a uma nova combinagéo de antioxidantes definida
pelo programa estatistico como étima, em seguida foram atomizadas e submetidas aos mesmos
protocolos experimentais para averiguar a adequabilidade dos modelos em seu poder preditivo e o
valor previsto.

2.5 QUANTIFICACOES ANALITICAS

2.5.1 Lipidios Totais

Feito por gravimetria, apds a extragdo com cloroférmio/metanol (2:1, v/v), segundo o método
de Folch, Lees e Stanley (1957), adaptado por Csallany et al. (1989), com adi¢cédo de NaCl 0,88%,
no caso do ovo liquido, com posterior eliminagao do solvente (32°C, sob vacuo) em rotaevaporador
(TECNAL) e aquecimento em estufa a 105°C/40 minutos.

2.5.2 Avaliagao da capacidade antioxidante total da fragao
lipidica pelo método do fosfomolibdénio

O procedimento analitico foi realizado com base em Mohamed, Pineda, Aguilar (2007);

Pietro, Pineda, Aguilar (1999) e Carvalho (2012). Os resultados foram expressos em equivalentes
em mg de a-tocoferol/g.
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2.5.3 Quantificagdo de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico - TBARS

O método empregado para quantificagdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
foi o de (VYNCKE, 1970), que propde a extragdo da amostra com acido tricloroacético, seguido pela
reagdo com o acido tiobarbiturico e leitura do complexo formado em espectrofotdmetro, a 538nm.
Os resultados foram expressos em mg dialdeido maldnico/kg.

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

A extracdo dos fendlicos totais foi feita segundo Medina (2009) e a quantificagdo pelo
método de Zhang et al. (2006). Os resultados foram expressos em mg de acido galico/g.

A metodologia contemplou a extracdo da fracdo lipidica (Folch; Lees; Stanley, 1957;
Csallany et al., 1989), seguida da determinagéo titulométrica da porcentagem dos acidos graxos
livres, expressos em porcentagem de acido oléico/g de lipidio (ANVISA, 2005).

2.5.5 Quantificagao das substancias absorvidas a 233nm (AS-233)

Para a quantificagdo das substancias absorvidas a 233nm, a extracao lipidica seguiu o
que foi indicado por Folch, Lees, Stanley (1957). A extragao das AS-233 foi segundo Penazzi et al.
(1995) e a detecgao realizada em espectrofotdmetro de UV-Visivel 1800 (SHIMADZU) a 233nm. Os
resultados foram expressos em equivalente em ug 7-cetocolesterol/ mg lipidio.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Empregou-se a metodologia de superficie de resposta (RSM), através do programa
estatistico SAS Institute (1997) para avaliar o efeito combinado das variaveis independentes sobre
as variaveis dependentes, calcular os coeficientes de regresséo (R?), fazer a analise de variancia
(ANOVA) e construir as superficies de resposta, com nivel de significancia de 5%.

A otimizacdo da concentracdo da mistura de antioxidantes procedeu-se com o uso
da fungdo de desejabilidade, que seguiu a imposicao computacional exaustiva nos pontos com
respostas 6timas (DERRINGER; SUICH, 1980). O modelo matematico obtido no valor experimental
foi submetido a duas metodologias estatisticas: i) teste t-Student pareado e ii) calculo do erro absoluto
residual usando a equacgéo: Erro absoluto residual (%) = [(Valor experimental — Valor previsto)/Valor
experimental] x 100, para entdo ser otimizada a concentragdo dos antioxidantes adotados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITOS DAADICAO E CONCENTRAGAO DA MISTURA DE ANTIOXIDANTES SOBRE
A ESTABILIDADE LIPIDICA DO OVO

A RSM é uma forma eficaz do método estatistico que € util para modelagado matematica
(WU et al., 2012), obtendo-se modelos preditivos em fun¢do das variaveis independentes e as
variaveis de resposta (MOURA et al., 2007). Pode também ser efetivamente usada como uma
ferramenta para encontrar a combinagao das variaveis independentes que produza uma resposta
6tima (SAHA et al., 2011).

Foram avaliados os efeitos da adigdo e concentracdo dos antioxidantes extrato comercial
de alecrim, extrato comercial de cha verde e BHA (realizada antes da atomizagéo), sobre o ovo
integral pasteurizado atomizado (OIPA), por meio da metodologia de superficie de resposta (RSM).
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A estabilidade lipidica do OIPA foi avaliada pelas variaveis de resposta - capacidade antioxidante
total da fracdo lipidica (CATL), substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), capacidade
redutora pelo reativo Folin - Ciocalteau (CR-F), acidos graxos livres (AGL) e substancias
absorvidas a 233nm (AS-233). Foram ensaiadas dez misturas dos antioxidantes mencionados,
com monitoramento de um controle (sem adicdo de antioxidante) (Tabela 3). Os resultados
obtidos variaram consideravelmente, refletindo a influéncia das diferentes concentragdes dos trés
antioxidantes usados sobre a estabilidade oxidativa lipidica do ovo integral pasteurizado atomizado
(Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos da adi¢cdo e concentragéo das misturas de antioxidantes (Alecrim/ Cha verde/BHA/) ao ovo integral pas-
teurizado atomizado avaliados pela capacidade antioxidante total da fragéo lipidica (CATL), substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), capacidade redutora pelo reativo de Folin - Ciocalteau (CR-F), acidos graxos livres (AGL) e substan-

cias absorvidas a 233nm (AS-233)
Variaveis Variaveis de resposta’
independentes

8 | & .

o g s T < CATL TBARS CR-F AGL AS-233
[= _— < o I

w < o > i)

1 -1 -1 -1 13,306° 0,00127¢ 0,0030% 3,863 2,883%

2 -1 -1 1 3,430 0,00088¢% 0,0028¢f 3,147¢ 2,407

3 -1 1 -1 | 2,420 0,00126 0,0039° 5,663 2,863

4 -1 1 1 1,879cd 0,00167° 0,0029¢de 3,043¢ 1,210¢

5 1 -1 -1 [ 1,706% 0,00197% 0,0025¢%9 5,003 1,570¢¢

6 1 -1 1 1,959¢cde 0,00080¢ 0,0021¢ 3,897°%° 1,587°c

7 1 1 -1 12,860% 0,002102 0,00522 3,413¢ 1,743

8 1 1 1 2,114¢cde 0,00097¢® 0,0025¢%s 5,740 1,395¢

9 0 0 0 1,542¢ 0,00047° 0,0034bc 3,760°° 1,930¢¢

10 0 0 0 1,680¢ 0,00047° 0,0023f 3,820°b° 2,5603%°
Controle negativo (Sem | 22459 [0,00110%  [00024  |3483 2,963°

antioxidantes)

Desvio padrao conjunto 0,653 0,00054 0,0009 0,991 0,00054
p-valor’ 0,0695 0,3422 0,8266 0,4186 0,3422
p-valor? <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Concentracoes dos antioxidantes: 200ppm (-1) — 600ppm (0) — 1000ppm (1) alecrim; 100ppm (-1) — 300ppm (0) — 500ppm

(1) chéa verde; 100ppm (-1) - 150ppm (0) — 200ppm (1) BHA. 'Resultados médios (n=3) expressos em base seca. Letras
diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey ou
Kruscal-Wallis. CATL: equivalente em mg de a-tocoferol/g; TBARS: mg de dialdeido maldnico/kg; CR-F: mg de acido galico/g;
AGL: porcentagem de acido oléico/g lipidio; AS-233: equivalente em pg 7-cetocolesterol/ mg lipidio.” Valor-p para teste de
homogeneidade de variancias de Hartley (F-max); #Valor-p para a andlise de variancia univariada ou teste de Kruscal-Wallis.

Nos ensaios 1, 2 e 7 a disponibilidade da CATL aumentou 147,26; 152,78 e 127,39%,
respectivamente, em relagdo ao controle, enquanto no ensaio 9 houve reducéo de 37,04%,
possibilitando que as TBARS ficassem reduzidas em 57,27%. O aumento da CATL sugere
a participacdo da mistura dos antioxidantes adicionados e, a reducdo das TBARS, um sinal de
protecao antioxidante.
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Nos ensaios 5 e 7 ficaram evidentes aumentos de 179,10 e 190,91% das TBARS,
respectivamente, em relagdo ao controle, caracterizando a oxidagdo de acidos graxos. Essas
ocorréncias, contudo, ndo vieram acompanhadas do comprometimento perceptivel da CATL
correspondente disponivel. A ineficiéncia dos antioxidantes envolvidos nos ensaios 5 e 7 poderiam
justificar o aumento das TBARS.

Semelhante ao verificado na Tabela 3, Guardiola et al. (1997) investigou o efeito da adigéo
da mistura de antioxidantes como o palmitato de ascorbila e o a-tocoferol, nas concentracdes de
100 e 200ppm, em ovo atomizado, e observou que os antioxidantes usados ndo conseguiram evitar
a perda de acidos graxos poli-insaturados e a oxidagao do colesterol. Medina (2009) verificou que
a adicao de 300ppm de extrato comercial de tocoferdis ndo impediu 0 aumento das TBARS em ovo
atomizado comercial.

A capacidade redutora pelo reativo de Folin — Ciocalteau (CR-F) (Tabela 3) foi maior no
ensaio 7, podendo ter havido correlagdo com uma maior concentragcéo de antioxidantes naturais,
alecrim (1000ppm) e cha verde (500ppm), que sao fontes reconhecidas de compostos fendlicos
responsaveis por tal caracteristica (MORAIS et al., 2009; AFONSO; SANTANA; MANCINI-FILHO,
2010) e uma menor concentragdo do BHA (100ppm). Os compostos fendlicos tém sido muito
estudados devido a sua influéncia na qualidade dos alimentos pela inibicdo da peroxidagao lipidica
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

A quantidade dos acidos graxos livres (AGL) verificados nos ensaios 3, 5 e 8 (Tabela 3)
aumentaram em 162,50; 143,64 e 164,80% respectivamente, em relagdo ao controle. Esse fato
sugere que a combinagao dos antioxidantes nas concentragdes empregadas néo foram efetivas para
minimizar a hidrélise dos lipidios produzindo AGL. A decomposicdo acelerada dos lipidios quando
submetidos ao aquecimento (NAWAR, 2000), como ocorreu na atomizagao, poderia justificar o
aumento de AGL. Adicionalmente, o processo oxidativo lipidico € quase sempre acompanhado pela
formacao de AGL. Com a atomizacgao (industrial) do ovo liquido integral pasteurizado, Medina (2009)
constatou uma redugdo de AGL de 73,5%. A reducéo observada foi associada a volatilizagado de
acidos graxos e/ou oxidagdo com posterior conversdo em outros produtos (TOMPKINS; PERKINS,
2000).

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

Os ensaios 8 e 4 exibiram forte redugéo das substancias absorvidas a 233nm (AS-233),
entre 52,92 a 59,16 %, em relacéo ao controle, pressuposta pela agdo dos antioxidantes envolvidos.
As substancias com absor¢do maxima a 233nm (com é o caso do 7-cetocolesterol), ou parcial
(n&o identificadas no presente trabalho) (Chen, Chen, 1994), foram quantificadas como AS-233 e
expressas em equivalentes de 7-cetocolesterol. Como ja apontado, o 7-cetocolesterol é considerado
0 6xido mais frequentemente encontrado como produto da oxidagao do colesterol, sendo proposto
que a sua ocorréncia sirva para caracterizar tal evento (Tabela 3).

A adigéo ao ovo dos antioxidantes (BHA, BHT, TBHQ, extrato de alecrim, tocoferdis, galato
de propila, palmitato de ascorbila) antes ou apds a atomizacdo, néo foi eficiente para reduzir e/ou
erradicar completamente a oxidagéo do colesterol, podendo esta associado a volatilizagdo desses
durante a atomizagdo (MORGAN; ARMSTRONGAN, 1987; HUBER; PIKE; HUBER, 1995; LAl et al.,
1995; MEDINA, 2009; ESCARABAJAL, 2011).

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

A influéncia das variaveis independentes (Alecrim/Cha verde/ BHA) sobre as variaveis de
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respostas (CATL, TBARS, CR-F, AGL e AS-233), relativas ao do ovo integral pasteurizado atomizado,
como consta na Tabela 3, € observada na Tabela 4, apoiada no delineamento experimental completo
do tipo 23, adotado pelo coeficiente de regressao significativo (p<0,05), equagdo de regressao,
valor de p da regressao, coeficiente de determinagéo (R?) e valor de p (falta de ajuste) do modelo
matematico.

TABELA 4. ANALISES DE REGRESSAO DOS RESULTADOS CONTIDOS NA TABELA
3, REFERENTES A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DA FRAGAO LIPIDICA (CATL),
SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS), CAPACIDADE
REDUTORA PELO REATIVO DE FOLIN — CIOCALTEAU (CR-F), ACIDOS GRAXOS
LIVRES (AGL) E SUBSTANCIAS ABSORVIDAS A 233NM (AS-233)

Variavel de -valor p-valor
Equacéo de regresséo P = R? (%) (falta de
resposta (regresséo) .
ajuste)
CATL y =2,2896 + 0,4683X,*X, 0,0085 41,23 0,1249
TBARS Nenhum coeflt.:lerjt.e d_o modelo de regresséo foi 0,01 NA 0,2978
significativo (p < 0,05)
CR-F Nenhum coef|.0|er_1t.e d_o modelo de regressao foi 0,0494 NA 0,7068
significativo (p < 0,05)
Y=4,135 - 0,2646X, + 0,2921X, + 0,2437X, +
AGL 0,1912X*X, + 0,5696X,*X, + 0,6671X *X,*X, 0,002 93,59 0,067
AS-233 y =2,014 -0,3077X, - 0,3835X, 0,0444 63,74 0,6930

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

Pela equacgao de regressao (Tabela 4) pode-se observar que apenas o cha verde e alecrim
influenciaram a CATL, ou seja, a interagdo desses antioxidantes aumenta significativamente a
CATL, mas apesar de apresentar coeficiente do modelo de regresséo e valor de p (regresséo)
significativos (p<0,05) e falta de ajuste nao significativo (p>0,05), o modelo matematico tem baixo
poder de explicagédo (R?< 60%), por isso ndo pode ser usado para fins preditivos.

Segundo a Tabela 4, para as TBARS e CR-F os modelos matematicos ndo mostraram
ser apropriados para descrever o efeito da mistura dos antioxidantes em ovo integral pasteurizado

8 B.CEPPA, Curitiba, v. 35, n. 1, jan./jun. 2017



atomizado, usando as condigdes experimentais adotadas no presente estudo, uma vez que os
coeficientes do modelo de regressao ndo foram significativos (p<0,05), além dos coeficientes de
determinacgéo (R?) estarem préximos a nulidade, assim, ndo podem ser usados para fins preditivos.
Assim, os resultados indicam que nenhuma variavel independente adotada (concentracdes e tipo
de antioxidantes) mostrou ter significancia na diminuicdo de TBARS e no aumento da CR-F do ovo
integral pasteurizado atomizado.

Aequacgao de regressao mostra que os trés antioxidantes adicionados ao ovo liquido integral
pasteurizado influenciaram o aumento dos acidos graxos livres, sendo que o BHA, isoladamente
reduz, e o alecrim e cha verde aumentam significativamente essa resposta. Além disso, a equagéo
do modelo de regressdo demonstra que somente o BHA e o alecrim afetaram as AS-233, reduzindo
significativamente sua formacéo (Tabela 4).

Os resultados experimentais mostraram que a metodologia de superficie de resposta foi
adequada para descrever a formagao de AGL e AS-233 durante a atomizagéo de ovo liquido integral
pasteurizado, uma vez que o modelo matematico proposto foi significativo (p de regressao<0,05),
com falta de ajuste ndo significativo (p>0,05), e explicaram pelo modelo matematico (R?),
respectivamente, 93,59 e 63,74% da variabilidade dos resultados, podendo entéo ser usados para
fins preditivos (Tabela 4).

A RSM nem sempre € utilizada com sucesso para descrever resultados experimentais,
ou seja, nem sempre se tem valores R? altos ou significancia no modelo matematico (PAUCAR-
MENACHO et al., 2008; OMWAMBA; HU, 2009; GRANATO et al., 2010; HOSSAIN et al., 2010;
SAHA et. al, 2011). Isso é bastante comum, pois nem sempre € possivel, por exemplo, colocar
reagdes bioquimicas em uma equagao matematica, ja que muitos outros fatores, além dos testados,
podem influenciar significativamente a resposta experimental.

Na Figura 1 encontram-se os resultados referentes a superficie de resposta da capacidade
antioxidante total da fracao lipidica (CATL) do ovo integral pasteurizado atomizado, em fungéo das
concentragdes adicionadas de alecrim e cha verde. Observou-se que quanto menor a concentragao
dos antioxidantes, maior a CATL do ovo integral pasteurizado atomizado. Em maiores concentragées,
o alecrim e o cha verde exerceram efeito pré-oxidante.

i

T

FIGURA 1. SUPERFICIE DE RESPOSTA DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
DA FRAGAO LIPIDICA (CATL: EQUIVALENTE A MG DE A-TOCOFEROL/G) DO OVO
INTEGRAL PASTEURIZADO ATOMIZADO, EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO
ADICIONADA DE ALECRIM E CHA VERDE
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Na Figura 2 encontram-se os resultados referentes a superficie de resposta dos acidos
graxos livres (AGL) do ovo integral pasteurizado atomizado, em fun¢éo da concentracdo adicionada
de cha verde e BHA. O cha verde e o BHA exerceram influéncia sobre a formacdo de AGL.
Quanto maior foi a concentragéo dos antioxidantes, maior a formagédo dos acidos graxos livres.
Possivelmente, o cha verde e o BHA potencializaram a hidrdlise de lipidios em acidos graxos livres.

T L L o
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FIGURA 2. SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES (AGL: % ACIDO
OLEICO/G LIPiDIO) DO OVO INTEGRAL PASTEURIZADO ATOMIZADO, EM FUNGAO DA
CONCENTRAGAO ADICIONADA DE CHA VERDE E BHA

Na Figura 3 encontram-se os resultados referentes a superficie de resposta dos acidos
graxos livres (AGL) do ovo integral pasteurizado atomizado, em fung¢éo da concentragédo adicionada
de alecrim e BHA. Quanto maior foi a concentragéo dos antioxidantes, maior a formagao dos acidos

graxos livres. Assim como consta na Figura 2, possivelmente o alecrim e o BHA potencializaram a
hidrélise de lipidios em acidos graxos livres.
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FIGURA 3. SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES (AGL: % ACIDO
OLEICO/G LIPiDIO) DO OVO INTEGRAL PASTEURIZADO ATOMIZADO, EM FUNGAO DA
CONCENTRAGAO ADICIONADA DE ALECRIM E BHA
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Na Figura 4 encontra-se a superficie de resposta das substancias absorvidas a 233nm (AS-
233) do ovo integral pasteurizado atomizado, em fungéo da concentracao adicionada de alecrim e
BHA. O alecrim e o BHA exerceram influéncia sobre as AS-233. Quanto maior foi a concentracao
dos antioxidantes menor a formagao das AS-233.

T
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FIGURA 4. SUPERFICIE DE RESPOSTA DAS SUBSTANCIAS ABSORVIDAS A 233NM
(AS-233: EQUIVALENTE EM MG 7-CETOCOLESTEROL/ MG LIPiDIO) DO OVO INTEGRAL
PASTEURIZADO ATOMIZADO, EM FUNGCAO DA CONCENTRAGCAO ADICIONADA DE
ALECRIM E BHA

3.2 OTIMIZAGAO DAS CONCENTRAGOES DE ANTIOXIDANTES

Os resultados obtidos nas Tabelas 3 e 4 demonstraram que a metodologia de superficie
de resposta (RSM) foi adequada apenas para descrever a formagao de AGL e AS-233, podendo
entdo ser usados para fins preditivos e, portanto otimizados. Embora o modelo matematico relativo
aos acidos graxos livres (AGL) pudesse ser usado para fins preditivos, a opgao de nao utiliza-lo
na otimizagéo, decorreu do fato de tais compostos ndo serem propriamente produtos gerados no
processo oxidativo lipidico, ainda que sejam mais susceptiveis a oxidagao na forma livre.

Realizou-se a otimizagao da concentragado da mistura de antioxidantes visando a inibigao
e/ou diminuicdo na formagao das substancias absorvidas a 233nm (AS-233), com isso, a fungéo
de desejabilidade total foi de 0,59 e o sistema antioxidante proposto pela RSM de 150ppm de BHA,
600ppm de alecrim e 300ppm de cha verde, o que corresponde aos ensaios 9 e 10 do experimento
realizado (Tabela 1).

Seria essa a composicdo 6tima dos antioxidantes para diminuir a formacao das AS-233
no ovo integral pasteurizado atomizado. O valor médio previsto pelo modelo matematico foi de
2,015 equivalente em pg 7-cetocolesterol/mg de lipidio. A partir disso, uma nova amostra (ovo
liquido integral pasteurizado) contendo os valores mencionados de cada antioxidante foi formulada
e submetida aos mesmos protocolos experimentais, para averiguar a adequabilidade dos modelos
em seu poder preditivo.

O resultado médio experimental obtido foi 2,09 + 0,29 equivalente em ug 7-cetocolesterol/
mg de lipidio. Sendo assim, o erro absoluto residual entre os valores previstos e 0os experimentais
foram calculados, resultando em 3,588%, com valor-p (0,7022) nao significativo, aceitando, assim,
a hipétese de nulidade, que evidencia a igualdade de médias entre o valor previsto pelo modelo
matematico oriundo da RSM e a média de um experimento independente, usando as mesmas
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condigdes experimentais.

4 CONCLUSOES

Nas condigbes adotadas no delineamento experimental utilizado para verificar a influéncia
das variaveis independentes (extrato de alecrim, extrato de cha verde e BHA) sobre as propriedades
fisico-quimicas do ovo integral pasteurizado atomizado, permitiu concluir que:

O efeito protetor da mistura dos antioxidantes, alecrim, ché verde e BHA, ao ovo integral
pasteurizado atomizado exerceu influéncia positiva e/ou negativa sobre a estabilidade lipidica do
ovo integral pasteurizado atomizado.

Foi encontrado um modelo matematico adequado e conveniente, por intermédio da
metodologia de superficie de resposta (RSM), para descrever a formagao das substancias absorvidas
a 233nm (As-233) durante a atomizagéo do ovo liquido integral pasteurizado, podendo ser usado
para fins preditivos.

A otimizagao visando a inibigdo e/ou diminui¢gdo na formagéo AS-233 durante a atomizagao
do ovo liquido integral pasteurizado, mostrou um sistema antioxidante proposto pela RSM composto
de 150ppm de BHA, 600ppm de alecrim e 300ppm de cha verde.

ARSM foi determinante para se constatar com precisao aceitavel a influéncia das diferentes
concentragdes dos antioxidantes adicionados, com o objetivo de manter a estabilidade lipidica do
ovo submetido a atomizagéo.

ABSTRAT

APPLICATION OF RESPONSE SURFACE METHODOLOGY IN OPTIMIZING THE
BLEND OF ANTIOXIDANTS WITH EFFECT ON LIPID STABILITY OF ATOMIZED EGG
ABSTRACT

The eggto be afood rich in cholesterol and lipids becomes susceptible to oxidation, especially
when subjected to processes involving high temperatures, such as atomisation. The prevention or
reduction of lipid oxidation egg is possible by the use of antioxidants. The objectives of this work were:
a) Verify through test concentration of antioxidants, lipid stability of pasteurized egg added atomized
mixture of rosemary extract, green tea extract and BHA (AO) tea; b) Optimize the concentration of
the mixture of AO added the full pasteurized liquid egg, then atomized by the mathematical model
proposed by Response Surface Methodology (RSM). Ten mixtures of antioxidants were tested in
pasteurized egg atomized (OIPA) and reflected in its lipid oxidative stability, verified by the TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances), CATL (total antioxidant capacity of the lipid fraction), CT-F
(reductive capacity by reactive Folin - Ciocalteau), FFA (free fatty acids) and AS-233 (substances
absorbed to 233nm). The results showed that RSM was adequate to describe the formation of FFA
and AS-233 in OIPA, the latter may be used for predictive purposes. The optimization of the mixture
of antioxidants was based on the mathematical model obtained with the AS-233, which was proposed
as an antioxidant BHA system 150ppm, 600ppm and 300ppm rosemary green tea. The RSM was
crucial to be seen with acceptable accuracy the influence of different concentrations of antioxidants
added to the egg to maintain its lipid stability.

KEYWORDS: EGG ATOMIZED, OXIDATION, ANTIOXIDANTS, RESPONSE SURFACE METHODOLO-
GY
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