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RESUMO

HARDER, M. N. C. 2009. Efeito da radiacdo gama em proteinas alergénicas de ovos de
galinhas poedeiras. 61 f. Tese (Doutorado) — Centro de energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2009.

O ovo é o alimento naturalmente mais completo, uma vez que possui todos 0s nutrientes
necessarios, como vitaminas, aminoacidos e minerais essenciais para manter uma vida.
Porém, em contra partida, possui varias proteinas promotoras de alergias em consideravel
parcela da populagdo mundial. Para determinar as proteinas dos alimentos alergénicos, um
dos testes mais utilizados é o imunoensaios tais como ELISA (ensaio imunoenzimatico -
enzyme linked immunosorbent assay), onde o anticorpo reconhece o antigeno e essa conexdo
é mostrada por um sistema enzimatico, em outras palavras, a densidade 6ptica. O objetivo
deste estudo foi determinar a eficiéncia do anticorpo policlonal, produzido em laboratério,
para identificar a presenca do antigeno ovomucdide em ovos tratados por irradiacdo gama
para a sua desativagdo. Para avaliar os tratamentos, o anticorpo policlonal foi produzido em
quatro (04) coelhos da raga Nova Zelandia, do sexo feminino, com 45 dias de vida,
imunizadas com ovomucdide bioconjugado. Foi utilizado o adjuvante de Freund completo na
primeira imunizagdo e a solugdo tamp&do PBS, foram realizadas, posteriormente, quatro
imunizagdes a cada quinze dias, mais um reforco 48 horas antes da retirada do plasma
sanguineo. O soro sangiiineo foi titulado por PTA-ELISA (Plate trapped antigen). Todos 0s
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal do Instituto
de Ciéncia Animal e Pastagens (1Z) e precedida de acordo com as normas europeias para o
bem-estar e ética animal. Foram utilizados ovos comerciais in natura, fornecidos pelo
Departamento de Genética da Universidade de Agricultura "Luiz de Queiroz" - ESALQ /
USP. As amostras foram submetidas a radiacdo gama proveniente de uma fonte de Co60, do
tipo Multipropésito no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), sob uma taxa
de dose de 19,4 e 31.8Gy/hora, nas doses: 0 (controle); 10kGy; 20KGy e 30KGy, em todas as
taxas. Pelo teste de ELISA, foi encontrado o alérgeno ovomucdide das amostras ovo e, pelo
resultado apresentados, constatou-se que o tratamento da radiacdo ndo mostrou alteracdes
significativas, quando avaliado por anticorpos policlonais. Assim, podemos concluir que o
anticorpo produzido é capaz de identificar a proteina alergénica ovomucdide e, a irradiagéo
gama em tais taxas ndo apresenta mudancas na estrutura da proteina, por esta forma de
avaliacdo. Porém, apresentou algumas alteracfes na cor e viscosidade visual das amostras de
0Vo0s.

Palavras-chave: ovomucdide, anticorpos policlonais, ELISA, alergia alimentar



ABSTRACT

HARDER, M. N. C. Gamma radiation effect on allergen protein of laying hen eggs. 2009.
61 f. Tese (Doutorado) — Centro de energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2009.

The egg is the most complete natural food; it has all the necessary nutrients such as vitamins,
aminoacids and essential minerals to maintain a life. However, although, has several proteins
that promote allergies in considerable part of the world population. To determine allergenic
food proteins, one of the most used tests is the immunoassays such as ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), where the antibody recognizes the antigen and this connection is
showed by an enzymatic system, in other words, optical density. The aim of this study was to
determine the polyclonal antibody efficiency, produced in laboratory, to identify the presence
the ovomucoid antigen in treated eggs by gamma irradiation for its inactivation. To evaluate
the treatments, polyclonal antibody was produced in four New Zealand female rabbits, at 45
days old, immunized with bioconjugated ovomucoid. Was used Freund Complete Adjuvant at
first immunization and PBS Buffer at four subsequently immunizations every fifteen days,
plus a booster 48 hours before the blood retreated. The blood serum was tittered by PTA-
ELISA (Plate trapped antigen). All procedures were approved by Institute of Animal Science
and Pastures (1Z)’s Committee of Ethical and Animal Experimentation and preceded
according to European Norms for ethical and animal welfare. It was used, in nature,
commercial laying eggs, from the Genetic Department of Agricultural University “Luiz de
Queiroz” — ESALQ/USP. So the samples were submitted to the gamma radiation coming
from a source of Co®, type Multipurpose at the Energetically Researches and Nuclear
Institute (IPEN), under a dose rate of 19.4 and 31.8Gy/hour, in the doses: 0 (control); 10KGy;
20KGy and 30KGy, in all rates. By the ELISA’s test we can find the egg allergen ovomucoid
and the radiation treatment do not showed considerable changes. So we can concluded that the
antibody produced is capable of identify the ovomucoid allergenic protein and the gamma
irradiation in such rates does not shows changes in that protein, therefore showed some
changes in the color and visual viscosity of the egg samples.

Keywords: ovomucoid, policlonal antibody, ELISA, food allergy
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1 INTRODUCAO

A carne de aves e 0s ovos sdo considerados pelos nutricionistas como os alimentos
com Otimo valor nutritivo, para todas as pessoas, quaisquer que sejam as idades ou
necessidades nutricionais. O ovo € um alimento completo (ENGLERT, 1998). A irradiacéo de
ovo em p6é com doses acima de 10 kGy, ndo produz mudangas mensurdveis na acidez, nem
nas vitaminas B; ou B, (KATUSIN-RAZEM et al., 1989; LEPKI, 1998).

A maior preocupacdo da industria alimenticia hoje, com 0s ovos crus € a presenca de
patdgenos, principalmente Salmonella ssp., porém, os processos comumente utilizados para
eliminacdo desses microrganismos emprega calor tornando invidvel a utilizagdo do ovo na

forma crua.

Devido as necessidades mundiais sobre a seguridade dos alimentos e aos problemas
advindos do processo de armazenamento e processamento inadequados, houve a crescente
busca de novos métodos de preservagdo dos alimentos. A irradiacdo deste material é
disponibilizada como um método de preservacdo, tanto da matéria-prima in natura quanto
como coadjuvante de processos industriais (VILLAVICENCIO, 1998).

Além da presenca de patdgenos, o ovo é um alimento rico em proteinas alergénicas. A
técnica da irradiagdo de alimentos tem sido muito estudada para a eliminagéo, ou pelo menos,

a minimizagao deste tipo de problema.

Quando as reagdes adversas a alimentos sdo causados por mecanismos imunologicos
sdo ditas alergias alimentares, enquanto que, quando causadas por reagBes toxicas,
farmacoldgicas, metabdlicas e/ou idiossincraticas, a substancias quimicas sdo ditas
intolerancias alimentares (PARKER; KRONDL; COLEMAN, 1993; MOREIRA, 2006).

As alergias séo desordens que acometem cerca de 20% a 30% da populagdo humana
em paises desenvolvidos, estando entre as doengas cronicas mais comuns (MATYSIAK-
BUDNICK; HEYMAN, 2002; MOREIRA, 2006).

Os principais alimentos que tém sido citados como causadores de alergias alimentares
sdo: leite, ovos, amendoim, castanhas, camardo, peixe e soja (BOCK, 1986; METCALFE,
1998; MOREIRA, 2006).
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As andlises de proteinas, lipideos, carboidratos e A&cidos nucléicos, tém sido
examinados para a deteccdo de mudancas fisico-quimicas, e métodos para identificacdo de
alimentos que foram submetidos a irradiacdo, tém sido desenvolvidos em varios paises, pela
deteccdo de radicais livres, analise de microestrutura, estudos de fungGes bioldgicas e anélise
de microflora (MUNOZ et al., 1985), assim como, por técnicas de ELISA e Blotting,

podemos determinar alteracfes estruturais nos mesmos nutrientes, devido & mesma exposicao.

A molécula de DNA por causa de seu tamanho grande € um alvo fécil para a radia¢do
ionizante, entdo, mudancas no DNA oferta potencial ser usado como um método de
descoberta para o tratamento de irradiagdo, como exemplo o Teste do Cometa
(VILLAVICENCIO et al., 2004).

Devido a sua alta especificidade, anticorpos tém sido utilizados para purificar,
classificar, identificar substancias de interesse biolégico (TRIONE, 1988; DUARTE et al.,
2002).

Os métodos soroldgicos ganham cada vez mais importancia no meio cientifico por
serem bastante sensiveis e especificos na deteccdo de compostos quimicos e bioldgicos.
Atualmente, sabe-se que 0s anticorpos sdo capazes de detectar uma molécula de um antigeno
protéico dentre mais de 108 moléculas similares (JANEWAY et al., 2007; FURTADO et al.,
2008)

Estes métodos de deteccdo baseiam-se na capacidade dos anticorpos de reconhecer
estruturas tridimensionais especificas de moléculas bioldgicas, tais como partes de proteinas
ou polissacarideos. Tais técnicas exercem papel importante como ferramentas de diagndstico
na medicina e, também, na patologia de plantas (LEVANONY et al., 1987; ARAUJO et al.,
2005)

Aliando-se a idéia de um alimento nutricionalmente completo, porém potencialmente
alergénico, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da radiacdo gama por fonte de
Co® em ovos de galinhas poedeiras, visando a diminuicio da alergenicidade deste alimento,
pela submissdo a diferentes doses e taxas de doses. Para tanto, o produto, na forma in natura e
liofilizada, foi submetido a avaliacdo da presenca da proteina ovomucdide (OVM) por método
imunoenzimético (ELISA). Além disso, foi mensurado o pardmetro cor e feita analise

sensorial para avaliagdo da aceitagéo do produto.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 O ovo

Ha algumas décadas, a funcdo do ovo era praticamente a de gerar vida e, quando
possivel, alimentar pessoas. Hoje, com a tecnologia disponivel, a contribuicdo de
especialidades, como nutrologia e genética, e os avangos da informatica, podemos com
seguranga dispor dele para a nossa nutrigdo, pois 0 ovo é um alimento simples e nutritivo, que
complementa a dieta, e 0 que mais se aproxima do “alimento ideal”. Depois do leite materno,
0 ovo é considerado o alimento mais completo, reunindo quase todos 0s nutrientes necessarios
a vida, menos vitamina C e fibras (PUPPIN, 2004).

O ovo é altamente recomendado para todas as pessoas e seria desejavel que se
substitua a porcdo de carne (proteina), até trés vezes semanais (caso ndo haja ressalvas), por
pelo menos dois ovos por dia, seja frito, quente ou na forma de omelete, massas, bolos,
maionese, sorvete, ou outras formas. A composicdo nutricional de carne de frango crua, leite

integral e ovo cru, sdo apresentadas no Quadro 1:
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Especificagdo

Carne de frango crua

Leite integral

Ovo cru (total s/ casca)

Calorias (cal) 112 68 162
Agua (g) 745 87 74
Proteina (g) 20,5 35 12,8
Gorduras (g) 2,7 3,9 115
Cinzas (g) 1,1 0,7 1,0
Total carboidratos (g) 0 4,9 0,7
Calcio (mg) 15 118 54
Faésforo (mg) 188 93 210
Ferro (mg) 1,8 0,1 2,7
Sédio (mg) 78 50 81
Potéassio (mg) 320 140 100
Vitamina A (Ul) 0 160 1140
Vitamina B; (mg) 0,10 0,04 0,10
Vitamina B, (mg) 0,24 0,17 0,29
Ac. nicotinico (mg) 5,6 0,1 0,1
Vitamina C (mg) 0 1 0

Quadro 1 - Composicao nutricional (100g) de carne de frango crua, leite integral e ovo cru.

Fonte: Englert (1998)

O ovo apresenta teores de ferro que variam de 2,41 a 3,20mg/100g (ENGLERT, 1998;

FRANCO, 2001;

GERMANO, 2002;

HARDER, 2005; HARDER et al,

2007;
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FACULDADE..., 2009). Além de ser considerado fonte de ferro, apresenta, também, proteina
de boa qualidade e gordura em quantidades significativas (HARDER, 2005).

O ovo € um dos ingredientes considerado pelos tecnologistas de alimentos, muito
importante, pela grande diversidade de propriedades que e capaz de introduzir no alimento

(LEPKI, 1998). As propriedades mais importantes sao:

1. Aeracdo, pela propriedade Unica de espumar, 0 ovo incorpora ar dentro do alimento.

Produtos de ovos podem conter agentes de cremosidade que melhora a formagéo da espuma;

2. Coagulagdo, o ovo pode ser convertido do estado liquido para o estado sélido ou semi-
solido utilizando-se processo de aquecimento, através do ajuste do pH, adicionando sal ou

outro ingrediente;

3. Emulsificagdo, que é estabilizacdo de uma suspensdo de um liquido em outro. Essa
propriedade é dada principalmente pela gema. Proteina e lipideo de ovos inteiros e gema
contribuem para esta propriedade ja que contém substancias gordurosas extremamente
divididas. O exemplo classico de emulséo é a maionese, onde 0 ovo tem papel importante na

emulsdo de gorduras;

4. Cor, a cor amarelo-ouro da gema deriva dos carotendides contidos na porgéo lipidica das
lipoproteinas. Para o consumidor, a cor significa qualidade e valoriza o sabor de alguns

produtos como massas, maionese e bolos;

5. Sabor, centenas de componentes volateis contribuem para o sabor dos ovos, e mistura bem

com muitos produtos alimenticios;

6. Abastecimento, 0s ovos estdo disponiveis mundialmente, e alguma variagcdo depende da

racdo da galinha poedeira;

7. Economia, 0s 0vos sdo economicamente importantes, tanto para o consumidor quanto para
o produtor de alimentos industrializados, sendo uma das fontes disponiveis de proteinas de

alto valor bioldgico de mais baixo custo;

8. Nutricional, os ovos oferecem valor nutricional excelente e contém particularmente alta
quantidade de proteinas, que é utilizada para enriquecimento de produtos pobres em proteinas.

Contém ferro e grande gama de vitaminas incluindo A, D, E e algumas vitaminas do



17

complexo B. Também tém boa dose de minerais como potéassio, fésforo, iodo e zinco. Apesar

deste valor nutricional, tem baixo valor calérico aproximado a 75 calorias por ovo grande;

9. Natural, o interesse dos consumidores por alimentos naturais vem crescendo. Produtos de
ovos sdo mais seguros do ponto de vista microbiolégico, uma vez que sdo submetidos
tradicionalmente a processos de pasteurizagdo que utiliza calor para torna-los livres de

Salmonella ssp, o que modifica pouco o produto.

O consumo, no Brasil é de 131 unidades/ano/habitante, nGmero este, pequeno quando
comparado ao Meéxico (375 unidades/ano/habitante); Japdo (347 unidade/ano/habitante);
Estados Unidos (358/unidades/ano/habitante), segundo UBA (Uni&o Brasileira de Avicultura)
(2009).

O ovo de galinha contém todos os nutrientes essenciais em quantidade significantes. A
ovoalbumina é uma das albuminas mais conhecidas. Ela coagula ndo s6 pela acéo do calor
(fervura), mas também, quando batida, sendo visualizada na espuma formada por pequeninas
bolhas de ar. A avidina é uma antivitamina presente em pequena porc¢do na clara. Quando
aquecida € destruida (YUDKIN, 1985; LEPKI, 1998).

O ovo em pd possui, em média, 47, 35% de proteina (FIGUEIREDO, 2001;
HARDER, 2005; EGG PRODUCTS, 2009), superior a muitas fontes protéicas, além de ser de
alto valor bioldgico. Sua proteina foi considerada durante muito tempo, a proteina padréo pela
Organizacdo para Alimentos e Agricultura da Organizacdo Mundial de Saide (FAO-OMS)
(FAO, 1991; VIEIRA, 2000; FIGUEIREDO, 2001; HARDER, 2005). Ultimamente, a OMS
estabeleceu uma proteina tedrica como padrdo, mesmo assim, a proteina do ovo é a que mais
se aproxima, em sua composi¢cdo em aminoacidos essenciais, da proteina padrdo (VIEIRA,
2001; HARDER, 2005).

Essa riqueza de aminoacidos essenciais faz do ovo, especialmente valioso para ser
utilizado em combinacdo com alimentos pobres em aminoécidos, como grdos de cereais, por
exemplo (FIGUEIREDO, 2001).

As proteinas animais sdo importantes na dieta humana porque: fornecem aminoécidos
essenciais, isto é, aqueles que o homem néo é capaz de sintetizar; fornecem nitrogénio para
sintese de todas as substincias nitrogenadas do organismo; produzem energia (4kcal/g)
(VIEIRA, 2000; HARDER, 2005).
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Além da avidina, o inibidor de tripsina também é um fator antinutricional presente no
ovo. A avidina, presente na albumina, se liga a vitamina biotina, formando o complexo
avidina-biotina, que ndo € absorvido pelo intestino, causando avitaminose. Quando
desnaturada pelo calor, ndo se liga mais a biotina (LEHNINGER, 1985; HARDER, 2005).
Kratzer, Knolmann e Earl (1988), testando ovo em pd, observaram que, quando ndo
suplementaram as aves com biotina, ocorreram sinais de deficiéncia dessa vitamina com
mortalidade de 20% e que a suplementagdo com 500ug/kg foi o suficiente para suprir as
necessidades das aves. Os autores concluiram que, um mau processamento, ndo inativa
completamente a avidina, revelando assim, a importancia também dos cuidados no

processamento de ingredientes a fim de se obter produtos de qualidade.

Também esta presente, principalmente, no albumen do ovo, outra proteina chamada
ovomucoide, uma das mais importantes substancias inibidoras de tripsina (KATO;
MATSUDA, 1997; HARDER, 2005).

Ovos secos ou desidratados sdo produzidos nos Estados Unidos desde 1930, mas sua
procura foi minima até a Il Guerra Mundial, quando a produgdo aumentou para atender a
demanda militar e de ajuda externa (PROMOVOS/APA, 1995). A qualidade dos primeiros
produtos era incomparavelmente inferior a dos obtidos hoje (LEPKI, 1998). Também, nesta
época, as pesquisas com irradiacdo tiveram um avango, pois foi quando as fontes de radiacéo
se tornaram disponiveis. Inicialmente foi utilizada nos Estados Unidos com a finalidade de

controlar insetos e pragas de gréos e farinha de trigo (SANTIN, 2002).

Atualmente, ovos em p6 ou na forma de liquido pasteurizado, sdo usados em grande
variedade de produtos na industria da alimentacdo, ndo estando disponiveis normalmente no
mercado varejista. Por exemplo, a indUstria de sorvetes, utiliza a gema do ovo na forma de p6
ou congelada, que produz efeito pronunciado de melhoria do ‘corpo’ e textura. O seu uso é
bastante recomendado em misturas com baixo teor de sélidos e em misturas onde a gordura é
proveniente de manteiga ou gordura de leite anidra. A vantagem de usar gema de ovo esta
relacionada com os solidos que sdo muito efetivos para aumentar a capacidade de aeragdo,
provavelmente devido a lecitina presente. A desvantagem do seu uso, e que pode aumentar
bastante o custo final do produto (VIOTTO, 1997; LEPKI, 1998).

A liofilizagdo é um processo que se caracteriza pela retirada da dgua do alimento sem

submeté-lo a altas temperaturas. Neste processo, 0 alimento, ap6s uma etapa de preparo
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(limpeza, corte e cozimento), é congelado a temperaturas de -40°C (quarenta graus
centigrados negativos) e colocado em camaras de alto vacuo. Com o0 aumento progressivo da
temperatura e a manutencdo da condicdo de baixissima pressdo (vacuo), atinge-se a
temperatura necessaria para obter a saida da 4gua do alimento por sublimacdo. Dessa forma, o
alimento n&o e exposto a altas temperaturas, e consequentemente, ndo ocorre a degradacéo do
valor nutricional. O produto liofilizado, em base seca, possui caracteristicas nutricionais
equivalentes ao produto in natura. A vantagem relativa do spray dryer sobre a liofilizacdo é o
custo, este que pode ser diluido em produtos de valor agregado (ROSA; TSUKADA;
FREITAS, 2007).

2.1.1 Irradiagéo de ovos

O uso da irradiagdo tem se tornado uma boa opc¢do quando o uso do calor é invivel
para a conservacdo de alimentos. A maior preocupagdo da industria alimenticia hoje, com
relacdo ao ovo cru, é a presenca de patogenos, principalmente as enterobactérias, porém os
processos comumente utilizados para eliminagdo desses microrganismos empregam calor

tornando inviavel a utilizacdo do ovo na forma crua.

Bactérias patogénicas podem causar graves doencas. Humanos podem introduzir
patdgenos nos alimentos durante a producdo, processamento, distribuicdo ou preparagdo.
Alguns desses microrganismos sdo aptos a sobreviver tratamentos convencionais de
preservacdo. Pasteurizacdo a quente € um bom meio de descontaminacdo/desinfeccdo de
alimentos liquidos, porém, ndo pode eficientemente executar o mesmo objetivo para
alimentos solidos. Trabalhos extensivos tém mostrado que a irradiacdo é eficiente em
diminuir ou mesmo patogenos, como Salmonella ssp, que pode contaminar produtos aviarios.
Um dos processos incipientes de preservacdo dos alimentos é a irradiagdo. De todos os
processos de conservagdo a irradiagdo é talvez, a que tem sido mais investigada. Os efeitos
quimicos e bioldgicos das radiacbes é o resultado de colisdes de elétrons que produzem a
ionizacdo. Os elétrons podem ser introduzidos no produto tratado diretamente a partir de um
acelerador de elétrons ou indiretamente por fotons gerados por uma fonte radioativa. A
distribuicdo espacial e temporal do fluxo de elétrons gerados no produto, é caracteristico da
fonte e sua classificagdo depende das densidades de radicais livres formados e de suas meias-
vidas (MCKEOWN; DREWEL, 1996; LEPKI, 1998).
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As fontes de Cobalto 60 (Co®®) (T1/2=5,263 anos, b=0,314 Mev, g= 1,173 e 1,332
Mev) e elétrons acelerados sdo algumas das formas mais utilizadas no processamento de
alimentos. Utilizando com fonte 0 Co® , cujos raios gama tém poder de penetracéo bem maior
do que aquele proveniente de feixes de elétrons, podem ser atingidos os objetivos de irradiar
alimentos (DIEHL, 1995; LEPKI, 1998). Os raios gama s&o aplicados em alimentos de grande
espessura ou volume, enquanto o feixe de elétrons usados em irradiacbes de superficie
(SATIN, 2002).

Ferreira e Mastro (1998) trabalharam com radiacdo gama Co®, que foi aplicada em
amostras de clara em pd industrializada, gema e ovo inteiro a doses entre 0-25 kGy. As
amostras irradiadas foram reidratadas e a viscosidade medida em viscosimetro a 5, 15 e 25°C.
Irradiacdo com doses acima de 5 kGy, demonstrou que a contaminagdo bacteriana foi
reduzida a niveis ndo detectaveis, também ndo houve variacdo de viscosidade de amostras de
clara irradiada. Ja amostras, inteiras ou gema, apresentaram algumas mudancas nas
propriedades reoldgicas elevando-se a dose de radiacdo. Essas alteragBes foram devido a
predominancia da polimerizagdo ou degradacdo, como resultado da irradiagdo. Observaram
também que, a irradiacdo de gema em po teve a cor reduzida proporcionalmente ao aumento

da dose de radiacéo.

Irradiacdo de ovos com 2 ou 3 kGy reduziram a contaminagdo bacteriana,
principalmente Salmonella, a niveis ndo detectaveis (TELLEZ et al., 1995). Irradiacdo da
fracdo insollvel da clara por volta de 3-4 kGy causou mudanga fisica, visualmente observavel
no produto, como o0 incremento da viscosidade, e que pode ser fator limitante para a
esterilizacdo de ovo liquido e produtos de ovos (FOSSUM, 1973; FERREIRA; DEL
MASTRO, 1998). Funcgdes fisico-quimicas e propriedades funcionais de proteinas de
produtos de ovos congelados mostraram que a irradiagdo gama causa grande perda na
qualidade interna de ovos inteiros. As propriedades funcionais das proteinas da clara,
incluindo as propriedades de espuma, emulsificacdo e geleificagdo, s&o mantidas ou
significativamente melhoradas (MA et al., 1993). Esses autores concordam que, durante o
processo de irradiagdo, ocorrem quebras de compostos como carotendides, mais facilmente no
alimento (ovo) em p6 e na gema, por isso a facilidade de perda de cor, além de outros
componentes, inclusive protéicos; ocorrem também peroxi e hidroperoxidagdo, justificando,
por exemplo, as alteragBes organolépticas e tecnoldgicas; porém, obtém-se um produto

realmente Seguro para consumo.
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A viscosidade aparentemente ndo mudou na clara e gema irradiada, isoladamente e/ou
em conjunto, mas algumas mudangas puderam ser vistas no ovo inteiro. Quando a
temperatura aumentou, a viscosidade decresceu. Quando a dose de 5 kGy foi empregada o
aumento da viscosidade tornou-se aparente permanecendo constante a 15 kGy. A 25 kGy
ocorreu aumento na viscosidade. A irradiacdo da gema em poé reduziu a cor em fungdo da
exposicao a irradiacdo. Varios autores tém descrito que os carotendides do ovo sdo muito
sensiveis a irradiacdo, quando comparado com os carotendides de vegetais secos (KATUSIN-
RANZEM et al., 1989; FERREIRA; DEL MASTRO, 1998).

O ovo é o alimento alergénico mais frequentemente encontrado, € 0 consumo de
determinada quantidade de ovo pode resultar em sintomas instantaneos, incluindo choque
anafilatico. A clara aparece ser mais alergénica que a gema. Entre as proteinas da clara, o
ovoalbumina e o ovomucoéide (OM) tém sido reconhecidos como as proteinas com maior
poder alergénico. O OM uma glicoproteina com um peso molecular de 28 kDa, com ponto
isoelétrico de 4,0 a 4,6, sendo constituida de 3 dominios distintos. OM é relativamente
insensivel ao calor a 100°C sob condi¢cdes de pH acido a neutro (pH<7); no entanto, é

facilmente desnaturada por temperatura a <80°C em pH béasico (pH>9)(LEE et al., 2002).

As mudancas estruturais em alimentos alergénicos trazidas pela irradiagdo gama tem
sido recentemente observada por muitos estudos, e desta maneira poderdo reduzir
alergenicidade ou antigenicidade por modificagdo e/ou destruicdo de epitopos de

imunoglobulina E (IgE) que se liga a proteina dos alimentos (LEE et al., 2002).

2.1.2 Legislagéo

No Brasil, o primeiro Decreto-Lei com regras bésicas para a irradiagdo surgiu em
agosto de 1973. Duas portarias foram criadas posteriormente: a portaria n°. 09 DINAL/MS, de
08 de marco de 1985 e a n° 30 de 25 de setembro de 1989. Ambas foram revogadas pela
Resolugdo RDC n°. 21 de 26 de janeiro de 2001, criada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA). Esta resolugdo leva em consideracdo a necessidade de melhorias no
controle sanitario, fitossanitario, zoossanitario, visando harmonizar as normas e regulamentos
técnicos. E aplicada a todos os alimentos tratados por irradiacio e determina que a mesma néo

possa ser utilizada em substituicdo as boas préaticas de fabricacdo ou agricolas. A resolucéo
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vigente determina que qualquer alimento, poderd ser tratado por radiacéo, desde que sejam
observadas as seguintes condicBes: a) a dose minima absorvida deve ser suficiente para
alcancar a finalidade pretendida; b) a dose maxima absorvida deve ser inferior aquela que
comprometeria as propriedades funcionais e/ou os atributos sensoriais dos alimentos. A
referida resolucdo também deixa claro que na rotulagem dos alimentos irradiados, além dos
dizeres exigidos para os alimentos em geral e especifico do alimento, deve constar no painel
principal: “alimento tratado por processo de irradiacdo”. Deste modo ndo é especificada a
dosagem maxima de radiacdo para um determinado alimento e transfere a responsabilidade do
processo de irradiagéo ao fabricante ou fornecedor (BRASIL, 2001; FROEHLICH, 2004).

De acordo com o Codex Alimentarius (1984) séo permitidas para uso em alimentos as

seguintes radiagdes:

a) raios gama de radionucleotideos como Cobalto 60 (Co®®), com energia maxima de 1,332
MeV e meia vida de 5,263 anos, e Césio 137 (Ce™*) com energia maxima de 0,0662 MeV e

meia vida de 30 anos;
b) raios X gerados por maquinas operando com energia de ate 5 MeV;
c) elétrons gerados por maquinas operando com 10 MeV ou abaixo desse valor.

Em alimentos irradiados, um dos fatores importantes de ser avaliado é o aspecto

sensorial do alimento apds o processo de irradiagéo.

Os testes sensoriais afetivos qualitativos medem as respostas subjetivas de um
pequeno subgrupo dos consumidores sobre as propriedades sensoriais do produto através da
verbalizacdo de seus sentimentos e opiniGes sobre o produto, numa entrevista individual ou

num pequeno grupo. Os métodos qualitativos sdo usados:

a) para avaliar as respostas iniciais dos consumidores sobre o conceito e/ou protdtipo de

um produto, e;

b) para conhecer o comportamento do consumidor em relagdo ao uso de um produto
(FERREIRA, 2000).
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2.1.3 Alterac0es estruturais provocadas pela irradiagéo

A absorcéo da radiagdo eletromagnética pelos tecidos bioldgicos que constituem o
alimento é uma funcdo da excitabilidade eletrénica das moléculas constituintes. No caso da
radiacdo gama, a excitacdo eletrdnica produzida, é suficiente para ejetar elétrons de seus
respectivos orbitais resultando na ionizagdo molecular. Um dos radicais livres mais
importantes induzidos pela radiacdo, e a formacdo do radical hidroxila (HO’) que est&
envolvido nas reacfes de iniciacdo e propagacdo, da reacdo em cadeia responséavel pelos
efeitos da radiacdo (RILEY, 1994).

A unidade de dose (quantidade de energia absorvida por unidade de massa) (1)
utilizada atualmente é o Gray:

1Gy =1 joule/kg 1)

cuja equivaléncia com a unidade (2) usada anteriormente, o rad:

100 rad = 1Gy (2)

De acordo com Ma et al. (1993), as proteinas da gema sdo mais susceptiveis a quebra
do que as proteinas da clara. A mudanga quimica da radiacdo no ovo e gema em po,
irradiados, na presenca de oxigénio, induz mudancas degradativas dos componentes lipidicos:
a acumulacdo de hidroperoxidades lipidicas e a destruicéo de carotendides. Para a indUstria de
alimentos, isto é tdo importante quanto a deterioracdo de proteinas funcionais tal como a

espuma da clara em po e a capacidade de emulsificagdo da gema.

Ainda que similar, a quimica da irradiacdo de aminoécidos ndo pode ser diretamente
extrapolada a peptideos ou a proteinas. A contribuicdo observada é que os aminodcidos na
forma de peptideos mais complexos fornecem valiosas informagdes no estudo de proteinas
mais complexas. Uma menor extensdo de amino&cidos livres e peptideos estdo também
presentes em alimentos e carnes (aproximadamente 2%) e por isso, serdo tratados como
componentes separados dos alimentos, ndo meramente como unidades monoméricas de
proteinas. As reacBes de elétrons com proteinas conduzem & desaminagdo, quebra de
peptideos e ligacao dissulfeto, formacao de residuos aromaticos e aminoacidos heterociclicos.
A extensdo e propor¢do dessas reacBes dependem das condigdes e das proteinas que estdo
contidas neste sistema. Estas rea¢fes sdo incontaveis pela variedade de produtos radiol6gicos

encontrados nos alimentos irradiados. As reacOes de radicais OH™ com proteinas séo
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conduzidas para separacdo atdmica de hidrogénio, adicdo de aromaéticos, heterociclicos e
residuos de aminoécidos contendo enxofre, bem como para a oxidagdo de alguns desses
residuos. Em sistemas de congelamento a contribuicdo do radical OH" ir4 diminuir
grandemente e somente pequena fracdo do radical OH que induz esses produtos ira estar
presente na radapertizacdo de alimentos com alta concentracdo de proteinas (JOSEPHSON;
PETERSON, 1983).

2.2 Alergia Alimentar

Alimentos sdo essenciais para a vida, geralmente fonte de prazer, e normalmente esta
relacionado a identidade cultural de cada populacdo. Ao longo da vida uma pessoa ingere
aproximadamente duas a trés toneladas de alimento. N&o é surpresa, portanto, que alimentos
estejam implicados em uma grande variedade de sintomas levando a transtornos na vida de
individuos que acreditam possuir alergia alimentar (GRUMACH, 2001). Segundo ainda os
mesmos autores, a primeira descrigdo de alergia alimentar foi feita por Hipocrates ha mais de
2 mil anos, mas s0 a partir da década de 1980 estudos controlados comegaram a esclarecer 0s
diferentes aspectos da alergia alimentar. Enquanto isso, inimeras publica¢des nos levaram a
acreditar que qualquer sintoma conhecido do ser humano poderia ser causado por uma reagdo
alérgica a um determinado alimento. Tem-se entdo que, alergia alimentar é um tema
complexo e controverso e que o diagnostico e tratamento satisfatdrios, na maioria das vezes,

ndo sdo possiveis.

Etimologicamente, a palavra ALERGIA deriva de da palavra ALLOS, que em grego
significa estado alterado/outro e, ERGON, que significa energia/reacdo, e foi introduzida pela
primeira vez em 1905 pelo pediatra austiaco, Clemens Von Piquet (q874-1924), para designar
uma manifestacdo clinica (FERNANDES, 2005).

Moreira (2006) define alergia como sendo doengas cronicas caracterizadas por uma
aumento na capacidade de linfocitos B de sintetizarem imunoglobulina do isotipo IgE contra
antigenos que entram no organismo pela inalagdo, ingestdo ou penetracdo pela pele
conduzindo a uma hiperatividade imunoldgica, inflamacéo alérgica e, com perda de 20% de

peso corpdreo, quando testado processo em animais.

J& Pereira, Moura e Constant (2008) definem como alergia alimentar como uma reacdo

adversa a um antigeno alimentar mediada por mecanismos fundamentalmente imunoldgicos.
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Relatam também que é um problema nutricional que aprestou um crescimento consideravel
nas Ultimas décadas, provavelmente devido a maior exposicdo da populagdo a um nimero
maior de alérgenos alimentares disponiveis. Vem se tornando um problema de satide em todo

0 mundo, pois esté associado a um impacto negativo na qualidade de vida.

Alergia é uma reacdo de hipersensibilidade iniciada por mecanismos imunoldgicos. A
alergia pode ser mediada por anticorpos ou por células. Na grande maioria dos casos, 0
anticorpo responsével pela reagdo alérgica pertence ao isotipo IgE, podendo estes individuos
serem referenciados como “sofrendo de uma alergia mediada por Ige”. Nem todas as reagdes
alérgicas associadas a IgE ocorrem em individuos atopicos. Na alergia ndo IgE mediada, o
anticorpo pode pertencer ao isotipo 1gG ex. doenca do soro, previamente referida como reagao
tipo 111) (JOHANSSON et al., 2004).

Segundo o mesmo autor, alérgenos sdo antigenos que causam alergia. Muitos
alérgenos que reagem com IgE e IgG sdo proteinas, muitas vezes com cadeias de hidratos de
carbono que, em determinadas circunstancias, tém sido referidos eles proprios como
alérgenos. Raramente produtos quimicos de baixo peso molecular como por exemplo,

isocianatos e anidridos, que atuam como haptenos, séo referidos como alérgenos.

Atopia é uma tendéncia pessoal ou familiar, freqiiente na infancia e na adolescéncia
para se ficar sensibilizado e produzir IgE em resposta a uma exposicdo a alérgenos,
geralmente proteinas. Como conseqiiéncia, estes individuos podem desenvolver sintomas
caracteristicos de asma, rinoconjuntivite ou eczema. Os termos atopia e atopico devem ser
reservados a descrever uma predisposicdo genética para ser IgE sensibilizado a alérgenos
comuns durante uma exposi¢do ambiental para a qual a maioria dos individuos ndo produz
uma resposta prolongada IgE mediada. Assim, atopia € uma defini¢do clinica para individuos
que respondem com producédo de altos niveis de IgE. O termo atopia ndo pode ser utilizado
quando uma sensibilizacdo & IgE néo esteja documentada pela existéncia de tal anticorpo no

soro ou por testes cutaneos positivos (JOHANSSON et al., 2004)

ReagBes adversas a alimentos (RAA) é a denominagdo empregada para qualquer
reacdo anormal & ingestdo de alimentos ou aditivos alimentares, independentemente de sua
causa. Estas podem ser classificadas em intolerdncia e hipersensibilidade alimentar.
Intolerdncia alimentar e o termo utilizado para designar uma reacdo fisiolégica anormal a

ingestdo de alimentos ou aditivos alimentares, de natureza ndo imune. Estas rea¢cbes podem
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incluir: anormalidades metabdlicas, reacbes & substancias farmacoldgicas contidas em
alimentos, reagdes toxicas, entre outras. Hipersensibilidade alimentar ou alergia alimentar
(AA) e a denominacdo utilizada para as RAA, que envolvem mecanismos imunoldgicos,
resultando em grande variabilidade de manifestacBes clinicas. O mecanismo envolvendo a
imunoglobulina E (IgE) é o mais comumente envolvido, o qual se caracteriza por réapida
instalacdo e manifestagcbes clinicas como: urticdria, broncoespasmo e eventualmente
anafilaxia. Quando reagBes imunoldgicas ndo medidas por IgE estdo envolvidas, as
manifestacBes clinicas se estabelecem mais tardiamente (horas ou dias), dificultando o

diagnostico da AA.

Quando as RAA sdo causadas por mecanismos imunoldgicos sdo ditas AA enquanto
que quando causadas por reacOes toxicas, farmacoldgicas, metabdlicas ou idiossincréaticas a
substancias quimicas sdo ditas intolerancias alimentares (PARKER et al., 1993; MOREIRA,
2006).

Por isso tudo, equivocadamente tém se considerado alergias e as intolerancias como
sindbnimos, e grande parte desses efeitos adverso sdo responsabilizados por promoverem
processos alérgicos (DE ANGELIS, 2006; PEREIRA et al., 2008) e, os principais alérgenos
alimentares identificados sdo de natureza protéica (PEREIRA; MOURA; CONSTANT,
2008).

A alergia alimentar pode comecar na infancia e surge habitualmente quando na familia
existem casos de doengas atopicas (como a rinite alérgica ou a asma alérgica). O primeiro
indicio de predisposicéo alérgica pode ser uma erup¢do cutdnea como o eczema (dermatite
atopica). A referida erupcdo pode ser ou ndo acompanhada por sintomas gastrintestinais,
como nauseas, vomitos e diarréia, e pode ou ndo ser causada por uma alergia alimentar.
Quando a crianca completa o seu primeiro ano de vida, 0 eczema j4 quase ndo e
problema(MANUAL MERCK, 2007).

Segundo o mesmo autor, criangas com alergias a certos alimentos provavelmente
contrairdo outras doencgas atdpicas a medida que crescem como a asma alérgica e a rinite
alérgica estacional. Contudo, nos adultos e criancas com mais de 10 anos é muito pouco
provavel que os alimentos sejam responséveis pelos sintomas respiratorios, apesar das provas
cutdneas (da pele) serem positivas. Os individuos alérgicos a alimentos podem reagir

violentamente ao comer uma quantidade minima da substancia em quest&o. Pode ficar coberto
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de uma erupcdo em todo o corpo, sentir a sua garganta inflamar-se até se fechar e ter
dificuldades respiratorias. Uma queda repentina da tensdo arterial pode causar enjdéos e um
colapso. Esta emergéncia, potencialmente mortal, recebe o nome de anafilaxia. Algumas
pessoas sO sofrem de anafilaxia quando efetuam exercicios fisicos imediatamente depois de

comer o alimento a que séo alérgicas.

E nas Gltimas décadas, tem sido observado um aumento de problemas alérgicos
promovidos por alimentos em criangcas e jovens (LARRAMENDI, 2003; PEREIRA,;
MOURA; CONSTANT, 2008). Isto contribui negativamente para a qualidade de vida para a
populacdo e torna-se um problema de saude publica que atinge o mundo todo (FERREIRA,;
SEIDMAN, 2005; LOPES et al., 2006; MOREIRA, 2006; PEREIRA; MOURA;
CONSTANT, 2008).

Né&o existe tratamento especifico para as alergias alimentares sendo deixar de ingerir

os alimentos que as desencadeiam.

A alergia Tipo | é caracterizada por uma imunoglobulina E (IgE) que media uma

hipersensibilidade que aflige mais de um quarto da populagdo mundial (GRUMACH, 2001).

Cerca de 2,5% da populagdo mundial adulta sofre de algum tipo de alergia e
certamente desconhece. Entre 100 e 125 pessoas morrem por ano nos EUA por causa de uma
reacdo alérgica de origem alimentar (SANZ, 2001; PEREIRA; MOURA; CONSTANT,
2008).

2.2.1 Alergia a ovos

Os alérgenos alimentares sdo na sua maior parte representados por glicoproteinas
hidrossolGveis com peso molecular entre 10 e 70 kDa, termoestaveis e resistentes a acéo de
acidos e proteases, capazes de estimular resposta imunolégica humoral (IgE) ou celular
(SOLE et al., 2008).

Como o ovomucdide (Figura 1 e 2), além de ser uma glicoproteina, por apresentar
estrutura glicosidica em sua molécula; apresenta peso molecular de 28 kDa, e; segundo a

forma de inducéo da reacéo alérgica ao alimento, este pode ser classificado com: alérgeno de
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classe | (por ingestdo, proteinas ingeridas), possui caracteristicas mais que suficientes, para

ser considerada uma proteina alergénica.

Figura 1 — Estrutura molecular da proteina ovomucoéide: a)sitio ativo da proteina —
regido glicosidica; b)estrutura completa da proteina (JANIN et al., 2007)
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Figura 2 — Sequéncia de aminoacidos do ovomucdide (SIGMA-ALDRICH, 2009)
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Mine e Rupa (2003), detectaram e determinaram a presenca de alergia a ovomucoide
em adolescente de 15 anos. Kusunoki et al. (2004) demonstraram em andlises feitas por 15
anos, as diferencas alérgicas em varios grupos, utilizando varios alimentos que causam

alergia, incluindo o ovo, considerando a proteina ovomucoide.

Este alimento apresenta grande importancia na AA da crianga, sendo um dos alimentos
mais relacionados a AA nos Estados Unidos e, também em nosso meio. Apresenta varios
constituintes protéicos, que podem desencadear AA, entre eles, ovomucdide, ovoalbumina,
ovotransferrina e lisozima. A ovomucdide representa quase 10% do contetido protéico do ovo

e é considerado o mais importante alérgeno (GRUMACH, 2001).

A alergia ao ovo é muito freqliente na infancia (NEVOT; CASAS; LLEONART,
2003; SUZUKI et al., 2002), devido a imaturidade da barreira epitelial gastrointestinal, que
permitem que mais proteinas passem pela barreira até a circulagdo sanguinea (SUZUKI et al.,
2002).

Costuma aparecer antes dos dois anos de idade e em pelo menos 45% dos casos, ela
ndo desaparece. Em geral, 0 alérgico ao ovo reage principalmente ao ingerir clara. A gema do
ovo possui diversas proteinas, mas a clara conttm os maiores alergénicos. Os principais
alergénicos sdo: ovoalbumina, ovomucoide, ovotransferrina e lisozima. Ha descrito, em
alguns casos, uma relacdo entre a hipersensibilidade tipo | com sintomas respiratdrios por
antigenos de aves e a alergia alimentar a gema do ovo. Esta associagdo se conhece como
sindrome ave-ovo. Esta sindrome é causada por uma sensibilizacdo a albumina sérica da ave
(o-livetina) e se caracteriza pelo desenvolvimento de sintomas respiratorios e digestivos apos
a ingestdo de ovos ou contato com antigenos de aves. Os sintomas iniciais sdo: asma com ou
sem rinoconjutivite pelo contato com as aves. Esta sindrome é descrita em adultos,
principalmente mulheres, mas também pode afetar criangas. Predominam os sintomas
digestivos e respiratorios sobre o0s cutineos e a sensibilizacdo a gema é maior que na clara.
Nas criancas, a alergia a aves e ovos pode ser mais persistente; nem sempre se consegue uma
tolerancia e em todo caso ela aparece mais tarde. A sensibilizacdo a outros neuroalérgenos
também é superior no grupo de alérgicos a aves e ovos. As vezes, a sensibilizagdo ao ovo
precede a uma sensibilizacdo inalatoria a proteina aviaria e entdo se instala a sindrome ave-
ovo (NEVOT; CASAS; LLEONART, 2003).
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Mine e Zhang (2002) verificaram que para haver um decréscimo da alergenicidade do
ovomucoide, foi necesséario tanto tratamento fisico, por agquecimento, quanto quimico, por
carboximetilacéo, tornando o processo longo e complicado. O processo de irradiacdo é uma

opgao para tornar esse processo mais viavel, devido a sua agilidade de operagao.

Embora alguns estudos tenham considerado a possibilidade da existéncia de uma
relacdo direta entre alergia alimentar e alteracfes neuroldgicas, Basso (2004) verificou que a
alergia alimentar influencia a atividade do Sistema Nervoso Central (SNC) e o
comportamento de animais sensibilizados com ovoalbumina. Observando que o0s animais
desenvolveram aversdo a ingestdo de solucdo contendo clara de ovo. Além disso, seus dados
evidenciaram a participagdo de mecanismos dependentes de IgE e das fibras do tipo C na

comunicagao entre o cérebro e o intestino de animais com alergia alimentar.

Mirotti (2005) trabalhou com animais que possuiam um sistema imune imaturo, um
grupo recebia uma dieta exclusiva de aminoacido e outro que recebia uma dieta contendo
proteinas inteiras, observou que, no modelo de alergia alimentar, os animais imaturos
apresentavam um quadro alérgico mais acentuado que os que recebiam dieta convencional,
apresentando maiores niveis de IgE antigeno-especifico e maior nimero de células
caliciformes no intestino. Quando da imunizagéo, os animais que recebiam dieta convencional
rejeitaram solucéo de clara de ovo com 1% de sacarose, mas aceitaram a mesma solugdo com
4% de sacarose, enquanto que os animais que recebiam a dieta de amino&cidos rejeitaram essa
solucdo de clara de ovo (alérgico) com 1, 4, 8 e 16% de sacarose, indicando a modulagéo de

um comportamento aversivo.

2.3 Imunologia

Anticorpos sdo proteinas produzidas em resposta a presenga de antigenos, inativando-
os. Estima-se que o ser humano fabrica cerca de dois milhGes de moléculas de anticorpos (DE
ANGELIS, 2006; PEREIRA; MOURA; CONSTANT, 2008).

Durante uma reacdo alérgica, os mastocitos e basofilos sdo células efetoras, onde,
durante uma reacdo alérgica, os basofilos migram para os tecidos afetados, e contribuem com
diversos mediadores. Eles sdo orientados na producdo de citocinas Th2 (IL-4 e IL-13),
estimulando a sintese de IgE e a atopia (LOPES et al., 2006)
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2.3.1 Detecgdo do indice alergénico

Hirose et al. (2004) obtiveram soro humano de criangas com reacdo alérgica a ovos;
ovomucoide ativa e inativa; porém, este é facilmente agregavel e torna dificil a extracéo pelo
calor; e 3 tipos de anticorpos monoclonal; para que o teste ELISA sanduiche fosse
estabelecido. Esse teste é apto a reconhecer as formas ativas e/ou desnaturadas de
ovomucoide. O teste antigeno-anticorpo funciona da seguinte forma: os anticorpos
monoclonais (mAbs) reagem com a proteina (ovomucdide), um dos mAbs secretados pelos
hibridomas e do isotipo IgE e o0 outro tipo e 0 1gG. A especificidade dos mAbs e confirmada

pelo Elisa kit especifico da proteina a ser analisada.

A utilidade das caracteristicas mAbs e teste ELISA sdo utilizadas em auxilio a
rotulacdo, monitoramento do processamento de alimentos, mecanismo ou mudanca de
proteina dietética in vivo (HIROSE et al., 2004).

Segundo Walsh et al. (2005) parece haver um desacordo dentro da literatura a respeito
da alergenicidade das proteinas do ovo de galinha, por testes de uma maneira geral. Isto
também se deve, em parte, ao uso de proteinas impuras como padrdes. Além disso, em tais
estudos, a maioria das proteinas da gema, que também contém quantidade consideravel de
alérgenos, é ignorada. Usando teste cutaneo de alergia, os autores, utilizaram padrdes isolados
e, conseguiram agrupar os portadores de alergia por padrdo de proteina da clara e gema,
isoladamente e, reunir em um Unico grupo, os portadores de alergia a ovomucoide, por

exemplo.

As andlises de proteinas, lipideos, carboidratos e 4&cidos nucléicos, tém sido
examinados para a deteccdo de mudancas fisico-quimicas, e métodos para identificacdo de
alimentos que foram submetidos a irradiacdo, tém sido desenvolvidos em varios paises, pela
deteccdo de radicais livres, analise de microestrutura, estudos de fun¢Ges bioldgicas e anélise
de microflora. Essas técnicas de deteccdo também sdo empregadas com o objetivo de
estabelecer métodos de identificacdo e controle de qualidade dos alimentos irradiados para o
comércio internacional (MUNOZ et al., 1985).

Por técnicas como ELISA e ImunoBlotting, podemos determinar alteracbes em

elementos nutritivos, devido a exposi¢do a irradiagdo nuclear, por exemplo.
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Entretanto, nenhum método pode ser aplicado isoladamente para identificacdo de
todos os produtos irradiados (LEPKI, 1998).

2.2.2.1 ELISA

Desde que haja uma proteina, € possivel fazer um anticorpo que a reconhega e, com
iss0 0 uso de imunoensaios, baseados na reacdo antigeno-anticorpo tém sido estendido as
mais diversas areas da Ciéncia, seja na saude humana, no diagnéstico de doengas animais,
fitopatdgenos ou na area de xenobidticos, entre outras (DUARTE; PASCHOAL; GOMES,
2006).

Hoje, gragas a técnicas de bioconjugagdo (HERMANSON, 1996; DUARTE;
PASCHOAL; GOMES, 2006), é possivel “transformar” qualquer substancia ou molécula em

“proteina” ou em imundgeno e assim estimular a producéo de anticorpos especificos.

Nas ciéncias agrarias, 0s imunoensaios podem contribuir, no setor animal, para
diagndstico de doengas, quantificacdo de proteinas especificas, como calpastatina, leptina,
caseina entre outras; marcadores de melhoramento genético, marcadores para qualidade de
carne, adulteracbes em produtos de origem animal, deteccdo de mutagBes, quantificacdo de
horménios e detecgdo de contaminantes e substancias de usos proibidos, como anabolizantes,
agrotoxicos, antibidticos, entre outras; outra area de aplicagdo é para averiguar a qualidade de
racOes, com detecgéo de todo tipo de contaminante (aflotoxina, fumonisinas, ocratoxinas, por
exemplo) e quantificacdo de aditivos, qualidade da &gua e solo (residuos de agroquimicos na
cadeia de produgdo) (DUARTE; PASCHOAL; GOMES, 2006).

A palavra imunoensaio significa ensaio baseado na reagdo antigeno-anticorpo (Ag/Ac)
que é a base da imunologia e producéo de vacinas. Baseado nesta premicia, diversos ensaios
foram desenvolvidos, principalmente no século 20. As primeiras constatagbes da reagdo
Ag/Ac vieram com o inicio da Imunologia, com os experimentos de Jenner (1749-1823), na
tentativa de provar a existéncia de anticorpos e com isso a produgdo de vacinas, que sO veio
um século depois com Pasteur (1880) desenvolvendo a vacina anti-rébica, vacina para colera
aviaria e carbinculo (SORDELLLI; OUBINA; CERQUETTI, 2004, DUARTE; PASCHOAL;
GOMES, 2006; SORDELLI; OUBINA; CERQUETTI, 2009).
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Em 1954 foi publicado o primeiro artigo sobre imunoensaios para quantificacdo de
insulina, usando o radioimunoensaio (RIA — ensaio imunoenziméatico onde o conjugado é
marcado com um radio is6topo) e em 1962, o primeiro artigo sobre imunoensaios enzimaticos
(ELISA - “enzyme linked immunosorbent assay”) foi publicado (Figura 3), que substituiram
0 radioisotopo por uma enzima, tornando os ensaios mais baratos e mais faceis de manusear,
uma vez que trabalhar com radioisétopos é caro e h4 o problema da meia vida dos elementos
(LUENGO, 2005, DUARTE; PASCHOAL; GOMES, 2006).

A técnica do ELISA usa um principio semelhante & imunodeteccéo, com a diferenca
que no ELISA o antigeno é preso a uma superficie (geralmente de poliestireno) através de um
anticorpo. Uma vez o antigeno ligado ao anticorpo imobilizado, este complexo pode ser
reconhecido por um outro anticorpo, desta vez ligado a uma enzima que possa produzir um

composto facilmente detectavel (LENZ, 2004).

Segundo o mesmo autor, a grande vantagem desta técnica é que, como a deteccéo é
uma reacdo enzimatica, torna possivel a deteccdo de quantidades muito reduzidas de antigeno,
pois permitindo que a reagdo ocorra por um tempo elevado, consegue-se produzir uma

quantidade consideravel de alguma molécula detectavel (fluoréforo, por exemplo).
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Figura 3 — Tipos de ELISA esquematizados. Da esquerda para direita, ELISA de competigdo,
PTA (Plate trapped antigen), Sanduiche direto e indireto, mostrando na vertical os
principais passos do ELISA - sensibilizacdo, bloqueio, segundo anticorpo.
Substancia marcada (conjugacdo com a enzima) e revelacdo (Adaptado de
DUARTE; PASCHOAL; GOMES, 2006)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo das amostras

Foram utilizados ovos, de galinha poedeiras, da linhagem Isa Brown, obtidos no setor
de aves do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” —
ESALQ, da Universidade de Sdo Paulo - USP na forma fresca (in natura), com
aproximadamente 5 dias apds postura, para apresentar as caracteristicas do produto

encontrado no mercado.

3.2 Tratamento

As amostras in natura e liofilizadas foram, respectivamente, submetidas com a propria
casca e acondicionadas em sacos plasticos de polipropileno, a radiagdo gama, proveniente de
uma fonte de Co® tipo Multipropésito, no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN), sob taxas de doses de 19 kGy/hora e 31,8 kGy/hora, nas doses de: O (controle;); 10
kGy; 20 kGy, 30 kGy.

Foram utilizadas duas taxas de doses diferentes, para avaliar alteracbes entre taxas

cronicas e agudas.

3.3 Avaliacéo dos tratamentos

3.3.1 Produgéo de Anticorpos Policlonais

Quatro coelhas fémeas foram imunizadas com o antigeno ovomucoéide (Figuras 3-6),
segundo protocolo descrito em Paschoal, Duarte e Meirelles (2004). Foi utilizado adjuvante
completo de Freund na primeira imunizagéo e foram realizadas quatro imunizacgdes a cada 15

dias mais um Booster, 48 horas antes da sangria.



36

Os soros coletados foram titulados por PTA-ELISA (DUARTE et al., 2002).

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal, do 1Z e seguiram normas européias de ética e bem estar animal
(COUNCIL OF EUROPE,1986; DUARTE, 2007).

Foram necessarios dois meses para obtencdo da quantidade necessaria de anticorpos

para a realizacdo deste trabalho.

Figura 4 — Coleta de sangue no I6bulo da orelha esquerda para avaliagdo da imunizagédo
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Figura 5 — Imunizagéo com ovomucoide

Figura 6 — Formagcé&o de abscesso pela aplicacdo de anticorpo

Durante a coleta de sangue, objetivou-se ser 0 minimo estressante possivel ao animal.
Todo procedimento de sangria teve o aval do Comité de Etica Animal local, o qual visou
garantir que ocorresse 0 minimo de dor aos animais, evitando que 0s mesmos exibissem
sintomas de vasoconstricdo, o que dificulta a coleta do sangue. Toda coleta ocorreu em local
com temperatura suficientemente quente, ao redor de 22°C, para manter o animal aquecido e
garantir a circulacdo de sangue nas regides periféricas. O local estava permanentemente
tranquilo, higiénico, confortavel e sem fontes de estresse como: luz excessiva e presenca de
muitas pessoas estranhas. A sangria total foi feita com anestesia e por puncao cardiaca para
sangria total.

Para a coleta dos anticorpos, foi realizada a separacdo do plasma sanguineo, por
centrifugacdo e, apds sua obtencdo, as amostras foram submetidas a irradiacdo e, entdo,

conduzidas as avaliagdes.
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Primeiramente, foi realizada uma titulagdo dos soros de coelho, por ensaio
imunoenzimaético, onde a placa de polivinil de 96 orificios foi sensibilizada com antigeno,
colocando-se 50ul por pogo, incubando por 1h a 37°C. Ap6s, foi feito bloqueio dos sitios
remanescente com 200ul de tampao bloqueio (TBI) por pogo, por mais 1h a 37°C, retirou-se 0
excesso de liquido e apds esse periodo, golpeou-se & placa contra uma superficie horizontal,

sendo que, dessa forma, obtém-se uma secagem adequada da mesma.

Os orificios foram lavados com tamp&o PBS (solucéo tampéo fosfato) por 3 vezes. A
placa foi seca do mesmo modo anterior, golpeando-a, até que o excesso de liquido fosse

eliminado, com a mesma intengdo anterior, de secagem.

Entéo, as placas foram incubadas por 1h a 37°C, com conjugado anti-imunoglobulina

1gG de coelho marcado com peroxidase (leitura a 492nm).

Apdbs mais 3 lavagens com PBS, a reacdo foi revelada utilizando como substrato para
reacdo orto-fenilenodiamina (OPD) contendo peréxido de hidrogénio, diluido em tampéo
OPD, no escuro, por 2 a 3 minutos e bloqueada com solugdo H,S 2,5M e, posteriormente foi
procedida a leitura em leitor de placa de ELISA (Bio Rad mod. 550).

Para determinacdo de proteinas alergénicas em alimentos, especificamente, para 0s
ovos irradiados, foi utilizado o ELISA (Figura 7), onde os anticorpos reconhecem o antigeno
(alérgeno) e esta ligagdo € revelada por um sistema enzimatico, ou seja, coloracdo (DUARTE,
2008). Foi avaliada a eficacia desses anticorpos policlonais produzidos para determinacéo da
presenca do antigeno ovomucdide nos ovos tratados por irradiagdo gama para inativagdo do

mesmo.

As leituras das amostras coletadas foram feitas, utilizando o teste de Bradford, em
placa de ELISA, contendo 20ul da amostra (clara e gema) e 200ul do reagente de Bradford
(Sigma). Os orificios da placa que se mostraram azuis, foram considerados positivos e, entdo
foi feita a leitura da amostra em leitora de ELISA a 595nm. A seguir foi calculada a
quantidade de proteinas (alérgenos) de acordo com a equacéo da reta obtida pelos valores das

leituras.
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Figura 7 — Placa de ELISA (PTA-ELISA) para avaliacdo dos anticorpos produzidos

para determinacéo da presenca de ovomucdide nas amostras tratadas

3.4 Analise Sensorial

Foi utilizado teste de aceitabilidade de escala hed6nica, ja que é necessario conhecer o
“status afetivo” dos consumidores com relagdo ao produto, inferindo a preferéncia, ou seja, as

amostras mais preferidas sdo as mais aceitas e vice-versa (FERREIRA, 2000).

As escalas foram balanceadas, uma vez que apresentavam igual nimero de categorias
positivas e negativas, evitando a inducdo do provador para 0 positivo ou negativo. Foi

utilizada escala heddnica numérica, tornando-se mais fécil para o entendimento do provador.

Foi elaborado um questionario em forma de escala hed6nica (Anexo 1), que foi

apresentada uma para cada um dos provadores, para que pudessem redigir suas preferéncias.

As amostras foram apresentadas para um grupo de 41 provadores adultos, de ambos 0s
sexos, com idade de 21 a 40 anos, sendo servidas sob delineamento de blocos completos

balanceados com relacdo a ordem de apresentacdo das amostras.

As amostras foram cozidas em agua quente por 5 minutos apds fervura e, depois foram
cortadas ao meio. Foi adicionado sal suficiente (2mg) em cada metade, para torna-las o mais
proximo do hébito de consumo. Foram servidas em temperatura ambiente, acondicionadas em

pratos brancos de plastico, para melhor visualizagdo da amostra.
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Apesar de deix&-las o mais préximo do hébito de consumo, sua ingestdo ndo foi
realizada, uma vez que ndo foi possivel determinar sua seguranca para ingestdo, através de
testes microbioldgicos. Sendo avaliados somente os pardmetros: aroma, aparéncia e aceitagao

global.

Os provadores foram recrutados ap6s o almoco, para que a sensacdo de fome ndo

interferisse no resultado.

Os provadores foram acondicionados em cabines de prova, isoladamente, para que um
nao interferisse no resultado do outro. A luz branca foi a escolhida para a analise, uma vez

que se fazia necessaria & avaliagdo de aparéncia do produto.

3.5 Analise Colorimétrica

3.5.1 Hunter Lab

Para realizacdo das andlises colorimétricas e determinagdo quantitativa de cor,
utilizou-se o equipamento Minolta Chroma Meter, Modelo CR-400 (T6quio, Japdo), com ele
foi possivel mensurar os pardmetros colorimétricos de L (luminosidade), a (intensidade de
vermelho/verde) e b (intensidade de amarelo/azul), pelo sistema Hunter Lab, com fonte
iluminante D65, calibrado em porcelana branca com padréo de Y=93,7; x=0,3160 e y=0,3323,

de acordo com padrdes pré-estabelecidos segundo Bible e Singha (1993).

Hunter Lab é uma medida instrumental de como nossos olhos véem cor. Mede a cor de
uma amostra e ddo valores numéricos que correlata ao que vemos. Estas medidas objetivas
aperfeicoam a confiancas nas decisdes de qualidade. E uma escala de cor uniforme e as
diferencas entre pontos séo delineados. O sistema de cor Hunter Lab espacial é organizado em
forma de cubo. O eixo de L corre do topo para baixo. O méximo para L é 100, o qual seria um
perfeito difusor refletivo. O minimo para L seria o zero, que seria o preto. O eixo a e b ndo
tem nenhum limite numérico especifico. a positivo é vermelho. a negativo € verde. b positivo
é amarelo. b negativo é azul (HUNTER LAB, 2008).
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O Croma € a relagdo entre os valores de a e b, onde se obtém o valor da cor real da
amostra analisada. Hue-Angle é o &ngulo formado entre a e b, indicando a saturacdo da cor da
amostra (HARDER, 2005) (Anexos 2 e 3).

Para o célculo do Croma foi utilizada a formula matemética (3) e, para se calcular
Hue-Angle, utiliza-se a formula (4) (ESTEVES; CAVA, 2004).

C =(a*+b?) 3)

H° = arctg b*/a* 4)

3.6 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia, com teste F. Obtendo-se
significancia no teste F em nivel de 5%, realizou-se a analise estatistica dos dados com a
aplicacdo do teste de Tukey. Estas andlises foram realizadas pelo programa estatistico
computacional SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 1996).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Produgéo de Anticorpos Policlonais

Pelo gréfico, representado na Figura 8, pode-se observar a curva de calibracéo, e que

esta reconheceu até 1ng de ovomucdide por mL da solugéo.

Os anticorpos policlonais, obtidos pelo plasma sanguineo, produzidos nas coelhas
(Figura 9) foram titulados por PTA-ELISA, do soro do mesmo, apresentando 3 curvas, como

pode ser observado na figura abaixo.

O soro do coelho escolhido apresentou uma curva de calibracdo feita com diferentes
concentragdes de ovomucoide (padrdo Sigma) representada na Figura 9. A equagdo da curva
demonstra R com valor igual a 0, 9018, que evidencia a curva de quantificacdo, apresentando

valores préximos de 1.

y =0,0207In(x) +0,2314
0,4 RZ=0,9018

0,35 I
0.3
£
S0.25 /
[fp]
¥ 0,2
00,15
[m)
0,1

0,05

0 T T T

0.1 1 10 100 1000
ng por ml de ovomucoide

Figura 8 — Titulacdo dos soros de coelho para quantificacdo de ovomucéide em

amostras de ovos
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Os anticorpos utilizados na metodologia apresentaram sensibilidade para reconhecer o

antigeno como ficou expresso no gréfico da curva de calibracéo.

1,4 -
1,2 Y S E—
E 1 — V.
é 08 - P | / —a—coelho 1
?; U:e ‘ _/ —mcoelho?
g —&—coalho3
a 0.4
0,2
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
coleta de soro (em dias)

Figura 9 — Titulagcdo da curva de producdo de anticorpos policlonais das coelhas

imunizadas. A coleta de soros foi realizada a cada 15 dias

Pela equacdo obtida pelo gréfico, obtiveram-se os seguintes valores calculados de

ovomucoide para as amostras (Tabela 1).

Pela Tabela 1, pode-se entdo, observar que os anticorpos produzidos, em pequenas

quantidades, conseguiram identificar as proteinas alergénicas presentes nas amostras.

Tabela 1 — Valores calculados de ovomucdide nas amostras (ng/ml de

amostra)
Tratamento Taxa de dose 19,4Gy/h Taxa de dose 31,8 Gy/h
Clara Gema Clara Gema
Controle 0,21205 0,185772 0,21205 0,185772
10kGy 0,214343 0,177873 0,213112 0,17877
20kGy 0,215653 0,180614 0,218848 0,182819
30kGy 0,217502 0,188575 0,218323 0,191945
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Lee et al. (2002), apesar de ter utilizados, em conjunto com a irradiac&o, artificios para
alteracdo de pH, mesmo assim, os resultados apresentados sdo semelhantes com os obtidos
nesta avaliacdo, onde por essa metodologia utilizada foi possivel detectar a presenca do

antigeno ovomucoide.

Por conta dos dados serem calculados diretamente pela leitura das reacdes ocorridas
pela metodologia do ELISA, 0os mesmos ndo sdo submetidos & andlise estatistica. Mesmo

assim, observa-se que os resultados séo relativamente iguais.

4.2 Anélise Sensorial

Constam na Tabela 2, as médias dos valores obtidos pelas notas dos 41 provadores que

participaram da analise sensorial, para ovo cozido, em escala heddnica.

Tabela 2 - Valores médios das notas dos provadores para os atributos: aroma, aparéncia
e aceitacdo global para ovo cozido

TRATAMENTO AROMA APARENCIA ACEITACAO

Controle 5,65+1,98"% 6,75+1,62° 6,54+1,96°
Taxa de dose de 19,4kGy/h

10kGy 4,50+2,20® 5,20+2,39" 4,60+2,50"

20kGy 2,93+1,62% 3,10+1,73% 3,48+1,72"

30kGy 2,70+1,88% 2,03+1,27¢ 2,28+1,66°
Taxa de dose de 31,8kGy/h

10kGy 3,85+2,02" 4,10+1,98" 4,23+2,33"

20kGy 2,43+1,63° 2,23+1,14° 2,60+1,56°

30kGy 2,98+2,07% 1,93+1,42% 2,53+1,81°

! Média +Desvio padrao.
?Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Na Tabela 3, constam as médias dos valores obtidos pelas notas dos 41 provadores que

participaram da analise sensorial, para ovo liofilizados, em escala heddnica.
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Tabela 3 — Valores médios das notas dos provadores para os atributos: aroma, aparéncia
e aceitacdo global para ovo liofilizado

TRATAMENTO AROMA APARENCIA ACEITACAO

Controle 5,64+1,61° 6,28+2,072 6,48+1,81°
Taxa de dose de 19,4kGy/h

10kGy 4,84+2,13° 6,00+1,71% 6,04+1,43%

20kGy 4,60+2,33° 4,48+1,85® 5,00+1,35"

30kGy 5,32+1,79° 4,98+1,66™ 5,15+1,77%
Taxa de dose de 31,8kGy/h

10kGy 4,84+2,13° 5,12+1,69% 4,96+2,01°

20kGy 5,16+1,93° 5,60+1,73% 5,64+1,15%

30kGy 5,44+1,80° 4,77+1,85" 5,00+1,38"

! Média + Desvio padréo.
?Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

De uma maneira geral, para ovos cozidos e liofilizados (Tabelas 2 e 3), pode-se
observar que houve diferenca estatistica ao nivel de 5% entre os tratamentos. A amostra
controle foi a mais aceita, sequida pela amostra irradiada com 10kGy em ambas as taxas de

dose.

Com relacdo & diferenciagdo dos tributos: aroma, aparéncia e aceitacdo; houve
diferenca estatistica ao nivel de 5% entre os tratamentos, sendo o controle recebendo os
maiores valores de aceitabilidade nos quesitos acima, seguido pelas amostras irradiadas com
10kGy em ambas as taxas de doses. Porém observa-se que as notas ndo foram superiores ao
valor de 6,54 para o controle, indicando certa indiferencas dos provadores com relagdo as

amostra.

Além disso, os provadores apresentaram em seus depoimentos que acharam
interessante as modificacbes por conta da irradiacdo; também informaram que n&o
comprariam o produto por causa da alteracdo acentuada de cheiro e aparéncia, que em certo
momento chega a dar asco e depreciaria na venda do produto; mas que comprariam as
amostras irradiadas com 10kGy em ambas as taxas de doses e na dose de 20 kGy na taxa de
dose de 19,4Gy/h.
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Constam na Tabela 3 os dados das amostras liofilizadas, estas se apresentam de forma
bastante diferenciada da do ovo in natura. A aprovacdo ndo diferiu do controle, além disso,
nos comentarios, diversos provadores assinalaram que houve reducédo consideravel do odor, o
que os agradou.

Vérios pesquisadores ja estudaram o ovo em pd, que é um produto muito utilizado na
indastria de alimentos. De acordo com Kushida et al. (2005) e Salm, Rio Branco e Soares
(2002), enfatizaram a ampla possibilidade de utilizacdo de ovo em p6 para formulagdes como
pdes, massas e outros, sendo inclusive estatisticamente aceita por provadores em teste
sensorial realizado por Nicola, Kushida e Fiori (2004).

Como pode ser constatado, pelos resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3 o efeito
relacionado as alteracGes sensoriais promovidas pela radiagdo gama é maior nos ovos cozidos
do que nos liofilizados devido ao maior teor de &gua existente nos cozidos, concordando com
Ferreira e Del Mastro (1998), que atribui esta questdo a liberacdo de metabdlitos, devido a

acéo da irradiagdo, como exemplo, peroxidases.

4.3 Anélise Colorimétrica

A Tabela 4 apresenta as médias dos valores obtidos pelo colorimetro, nos pardmetros

L, aeb, e os valores calculados Croma e Hue-Angle (H°), para gema cozida.



Tabela 4 - Valores médios de L, a e b, e valores calculados de Croma e H° de gema cozida

Tratamento L A B Croma H°
Controle  45,63+1,71'°° -575+0,91° 64,600,622 64,68+0,61° -1,48+0,03°
Taxa de dose de 19,4kGy/h
10kGy 67,45+8,30"  -8,90+0,69" 4505+2,04" 4592+1,89° -1,38+0,05°
20kGy 56,5046,05°  -7,50+0,56° 28,08+2,76° 29,06+2,81° -1,31+0,01°
30kGy 75,7540,30°  -6,95+1,25°  14,00+#2,89° 15,63+2,16" -1,11%0,04
Taxa de dose de 31,8kGy
10kGy 68,85+6,60° -8,20+0,70° 43,40+2,98" 44,17+0,93° -1,38+0,05°
20kGy  58,65+11,79° -2,70+1,33% 22,20+0,70° 22,36+0,78"  -1,45+0,06"
30kGy 75,45+056°  -555+0,19° 16,90+2,92% 17,79+2,06° -1,25+0,02°

'Média+ Desvio padrio
2Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

A Tabela 5 apresenta as médias dos valores obtidos pelo colorimetro, nos pardmetros

L, aeb, e os valores calculados Croma e Hue-Angle (H°), para clara cozida.

Tabela 5 - Valores médios de L, a e b, e valores calculados de Croma e H° de clara cozida

Tratamento L A B Croma H°
Controle  92,55%1,78'* -7,30+3,53* 10,15+2,16® 12,50+0,51* -0,95x0,04°
Taxa de dose de 19,4kGy/h
10kGy 82,95+1,01° -8,85+1,55°  8,05+0,79° 11,96+0,79° -0,74+0,20"
20kGy 73,00+0,33°  -7,2840,37*°  1,90+0,03°  7,5240,63"  -0,26+0,29°
30kGy 63,85+1,23"  -555+3,33% 12,10+1,212  13,31+0,90° -1,14+0,23°
Taxa de dose de 31,8kGy
10kGy 88,55+4,02" -545+350°  8,60+2,47° 10,18+1,22* -1,01+0,02°
20kGy 82,75+0,62°  -3,50+1,77%  2,22+0,68"  4,14+023°  -0,57+0,11°
30kGy 58,40+0,98"  -6,15+0,98°  4,00+1,64"  7,34+203*  -0,58+0,11°

'Médiat Desvio padréo
2Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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A Tabela 6 apresenta as médias dos valores obtidos pelo colorimetro, nos pardmetros

L, ae b, e os valores calculados Croma e Hue-Angle (H®), para gema crua.

Tabela 6 — Valores médios de L, a e b, e valores calculados de Croma e H° de gema crua

Tratamento L A B Croma He

Controle 438" 2,20° 486° 48,65 ° 1,532
Taxa de dose 19,4kGy/h

10kGy 4259 -1,30° 27,6 ¢ 27,63 ° -1,52 ¢

20kGy 54,42 -490° 23,00 23,52 ¢ -1,36 ¢

30kGy 46,8 © -4,00 ¢ 41,00 ° 41,19° -1,47°¢
Taxa de dose 31,8kGy/h

10kGy 54,2 ° -4,10 € 17,00 ¢ 17,49 " -1,33°

20kGy 51,2 ° -4,00 ¢ 26,50 © 26,80 ¢ -1,42 ¢

30kGy 49,7 ¢ -2,40° 33,8° 10,68 ¢ -1,500

!Média+ Desvio padrio
2Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

De acordo com as Tabelas 4, 5 e 6, verifica-se que 0 processo de irradiacdo causou
alteracdes relevantes, estatisticamente significativas ao nivel de 5%, nas amostras analisadas
no quesito cor (Figura 10), concordando com Dvoidk et al. (2005) que, analisaram a cor de
ovos irradiados, encontraram diferencas significativas, para 0s mesmos parametros analisados

acima, encontraram diferencas ja em doses a partir de 1kGy.

Também concorda com Ferreira e Del Mastro (1998), que mensuram consideravel

queda na coloracdo da gema de ovos submetidos a irradiacdo gama.

Observou-se, também, que taxas de doses agudas atenuam as alteracbes de cor

provocadas pela radiagdo nas amostras.
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Figura 10 — Ovos irradiados: diferencas visualmente perceptiveis de cor

Como pode ser observado na Figura 10, existe um tratamento no qual o ovo aparece
com coloragdo azul (lado direito). Este tratamento foi posteriormente repetido (lado

esquerdo), sendo entdo descartada a amostra.

Concordando com Pereira, Moura e Constant (2008), é importante que haja
investimentos em pesquisas no sentido de reduzir os danos causados por alimentos que
contém alérgenos. Estudos na area de biotecnologia, biologia molecular, medicina, nutricao e
agrérias em producdo de alimentos podem apresentar-se como uma alternativa eficiente e

segura.
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5 CONCLUSAO
Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que:

e O anticorpo policlonal produzido é capaz de identificar a proteina alergénica
ovomucoide. O imunoensaio tipo ELISA, baseado em anticorpos policlonais pode ser
utilizado para identificagdo e quantificacdo de ovomucdide em amostras de ovos
controle (in natura) ou submetidos a diferentes tratamentos para eliminagédo desta

proteina, como pela agdo da radiacdo gama;

e Os provadores aceitaram e comprariam o0s ovos irradiados com 10kGy em ambas as

taxas de doses e, os irradiados com 20kGy na taxa de dose de 19,4Gy/h;

e A irradiagdo causa alteragdes significativas nas cores da gema e clara cozidas e, da
gema crua, taxas de doses agudas atenuam tal comportamento;

e A liofilizag8o pode ser uma forma mais interessante de se apresentar as amostras para
serem irradiadas, uma vez que apresentou aparente reducdo de odor, apontada pelos

provadores.
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Anexo A: Ficha de avaliagéo sensorial
Produto testado:

Nome: Idade: Data:

Por favor, avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou
ou desgostou, em relagéo aos atributos

1- Desgostei muitissimo
2- Desgostei muito

3- Desgostei regularmente
4- Desgostei ligeiramente
5- Indiferente

6- Gostei ligeiramente

7- Gostei regularmente

8- Gostei muito

9- Gostei muitissimo

AMOSTRA (n°) Aroma Aparéncia  Aceitagdo global

O que vocé mais gostou nas amostras?

O gue vocé menos gostou nas amostras?

\/océ compraria esse produto?

Comentarios:

Fonte: Ferreira (2000).
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Anexo B: Sélido de cores

Fig. 5: Color solid
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Anexo C: Abaco de cores — Valores de a*, b* e L

Yellow

Fig. 7: L"a’b" color chart
(hue and chroma)
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