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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



1. INTRODUCAO GERAL

A extrusdo é uma tecnologia muito eficiente, amplamente utilizada no
processamento de alimentos para humanos e animais. 95% dos alimentos secos para
caes e gatos sdo produzidos através do processamento por extrusdo (Brennan et al.,
2011; Sharma et al.,, 2014), sendo um processo no qual s&o aliadas elevadas
temperatura, umidade e pressdo, promovendo importantes efeitos como esterilizacdo do
alimento, reducdo dos fatores antinutricionais e melhora a digestibilidade.

Embora hoje os alimentos sejam formulados de maneira geral por meio da
composi¢do quimica analisada dos ingredientes pelas industrias, sabe-se que a condicao
extrema do processo dos alimentos por extrusdo modifica quimicamente muitos
nutrientes, promovendo a modificacdo na estrutura de alguns e até mesmo a perda
completa de outros, sendo estes efeitos ainda pouco conhecidos pelos formuladores de
alimentos. Exemplo disto sdo as perdas vitaminicas e até mesmo de minerais (selénio e
iodo) durante o processamento (Coelho, 2003).

O controle de qualidade durante o processo de fabricacao é importante fator para
previsdo da qualidade de conservacdo futura da racéo produzida, além de garantir que as
caracteristicas sejam mantidas depois do produto aberto. Durante a extrusdo, para o
cozimento do alimento, sdo empregados dois tipos de energia, térmica e mecéanica. A
energia térmica na extrusdo é oriunda do vapor d'agua e a energia mecanica do consumo
elétrico, principalmente pelo cisalhamento (Couto, 2008). O controle das energias
dentro do processo de extrusdo € importante para a qualidade final do produto, pois, 0
mesmo estabelece os devidos parametros do processo de extrusdo, tornando possivel
manter a qualidade nutricional do alimento (S&, 2015).

A afericdo ou célculo da energia mecénica especifica (EME) torna possivel
controle do processo de fabricagdo dos produtos (Riaz, 2007). Do ponto de vista
cientifico, no entanto, ndo se estudou, ainda, a EME mais adequada para a extrusao de
alimentos para animais de companhia, acredita-se que a média de 15 a 25 kWh/ton de
EME seja adequada ao processamento (Strathman, 2007, Moscicki, 2011).

Os lipidios, presentes em gorduras e Oleos, apresentam propriedades
organolépticas que conferem sabor, cor e textura para os alimentos (Silva et al., 1999;
Tian et al., 2013). Além de conferir estas propriedades para os alimentos, os acidos

graxos presentes nas fontes de lipideos apresentam propriedades fisioldgicas
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fundamentais para 0 organismo, tais como a constituicdo de membranas, producao de
mediadores inflamatorios, composicdo de neurdnios, entre outros. Para isto, diferentes
fontes de gordura sdo usadas na alimentacdo visando promover a saude dos animais. As
principais fontes lipidicas usadas em pet food sdo: gordura de frango, sebo bovino,
banha suina e o 6leo de peixe. (ABINPET, 2016).

Pouco se conhece sobre as modificagcGes que ocorrem nos &cidos graxos durante
0 processamento de alimentos. Apesar do uso dos antioxidantes para preservar 0s
alimentos, sendo estes em geral eficientes, pouco se conhece sobre as interacdes e
perdas que ocorrem durante este processo. Conhecer as modificacdes no processo de
oxidacdo durante a extrusdo se faz importante para o uso racional de aditivos
antioxidantes e também para definir pontos de incluséo de gordura no processo.

Os éacidos graxos presentes nas fontes de gordura apresentam funcdes
primordiais na salde dos animais. No entanto, uma vez oxidados, os acidos graxos se
tornam moléculas nocivas ao organismo e seu consumo deve ser evitado. O processo de
oxidacdo ocorre mais facilmente nas duplas ligacdes dos &cidos graxos e, neste sentido,
as fontes de gordura mais insaturadas. Os radicais livres que resultam dessa oxidagédo
podem reagir com proteinas, vitaminas ou outros constituintes e reduzindo a qualidade
nutricional do alimento (Lillard, 1983).

Tendo em vista os possiveis efeitos do processo de extrusdo sobre a oxidacao
lipidica e valor nutricional de ingredientes lipidicos, neste estudo foram verificadas as
modificagdes oxidativas ocorridas em alimentos extrusados para gatos, contendo
gordura de aves como fonte de lipideos e submetidos a diferentes aplicacdes de EME e
os impactos destas modificacdes sobre o shelf-life, valor nutricional e as propriedades

organolépticas de alimentos para gatos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Fontes de Gordura em petfood

A escolha da fonte lipidica influencia a palatabilidade, a digestibilidade e o perfil de
acidos graxos de alimentos para cées e gatos. As principais fontes lipidicas usadas em
pet food séo: 6leo de frango, sebo bovino, a banha suina e o 6leo de peixe, além dos
oOleos de origem vegetal (ABINPET, 2016).
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O oleo de frango é um ingrediente bastante utilizado nos alimentos industrializados
para cies e gatos. E o produto obtido a partir do processamento de visceras de aves
(ABINPET, 2016). O 6leo de visceras de frango possui em torno de 20% de &cido
linoleico (NRC, 2006) considerado boa fonte de energia e de acidos graxos. O 6leo de
frango contém 4&cidos graxos como o O6mega 9 (37,3% - &c. Oleico), 6mega 6
(&c.linoleico 19,5% e aracdbénio 1%), além de possuir 6mega 3 (linolénico 1%)
(Pontieri, 2008).

O sebo bovino é considerada uma fonte de energia rica em acidos graxos saturados,
apresentando em sua composicdo 12% de 6mega 6 (&c.linoleico) e 49% Omega 9 (&c.
Oleico) (Borges, 2004). O alto teor de saturagdo faz com que as dietas elaboradas com
este ingrediente tenham menor digestibilidade do extrato etéreo quando comparado a
dietas com outras fontes de gorduras e 6leos (kane et al., 1981; Peachey et al., 1999).

O 6leo de peixe oriundo do processamento da farinha de peixe varia sua fonte de
Odmega 3, dmega 6 e dmega 9 de acordo com a espécie do peixe e a alimentacdo que o
mesmo foi submetido (ABINPET, 2016). Como exemplo de composi¢cdo pode-se citar o
6leo de salmdo (&c.linoleico 0,6%, EPA 12% e DHA 13,8) uma opcdo excelente para

formulacéo de dietas para gatos (Pontieri, 2008).

1.2.  Efeitos do processo sobre a qualidade da gordura

Lipidios sdo muito estaveis durante o tratamento térmico, e por causa do
contelido lipidico relativamente baixo na maioria dos grdos de cereais, sua
transformacéo durante a extrusdo néo tem sido muito investigada (Ascheri et al, 2014).
Como na maioria dos outros componentes, existem possiveis interacfes entre lipidios e
proteinas, e as interagdes definidas entre lipidios e amidos.

Temperaturas raramente sdo altas o suficiente durante o curto periodo de tempo
do processo de extrusdo para destruicdo térmica de lipidios, entretanto quando ha
temperaturas de extrusdo excessivas, ocorre aumento nos valores de peréxido e outros
produtos de oxidagdo. Com isso a rancidez oxidativa pode ser um problema quando as
temperaturas extremamente altas e as baixas umidades sdo empregadas durante a
extrusdo (Rao et al.,1989).

As gorduras fornecem lubricidade e plasticidade, Plattner e colaboradores (2016)
verificaram que as inclusfes acima de 7 % reduzem a expansdo e desenvolvimento da

textura. A densidade pode aumentar com o aumento dos niveis de gordura e o kibbles
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apresenta pequena expansdo, porém maior durabilidade. J& acima de 17% ha perda da
durabilidade. Nao apenas o nivel de gordura, mas também a fonte de gordura e
localizag&o de incorporacgdo ao processo tem um efeito sobre a taxa de expansdo durante

a extrusao.

1.3.  Balanco de energia no processo de extruséo

Extrusdo é um procedimento tecnoldgico que permite elaborar uma série de
produtos, utilizando diversas matérias-primas. Por definicdo extrusdo é um processo de
tratamento térmico do tipo HTST (High Temperatura Short Time) que por uma
combinagdo de calor, umidade e trabalho mecénico, modifica profundamente as
matérias-primas, proporcionando novos formatos e estruturas com diferentes
caracteristicas funcionais e nutricionais (Riaz, 2007).

O processo de extrusdo causa diferentes modificacdes fisicas e quimicas nos
ingredientes que estdo ligadas ao balanco de energia do processo (S&, 2015). Entdo
como parametro industrial é importante a realizacdo o balango de energético para o
processo, através da energia mecanica especifica (EME) e energia térmica especifica
(ETE).

A ETE é dada pela injecdo de vapor que ocorre principalmente no condicionador,
mas também no interior do canhdo extrusor. A EME é definida como a quantidade de
energia necessaria para processar 0 material dentro do canhao da extrusora para fora. A
EME depende diretamente da poténcia do motor e da quantidade total de material
processado por um determinado periodo de tempo (). A poténcia do motor é o produto
entre o torque (T), o qual é proporcional a distancia de aplicacdo da forca e a velocidade
do parafuso (@) (Jamin e Flores, 1998). O ETE (kWh / ton) pode ser obtido por
equacOes de massa e equilibrio energético no condicionador e extrusora. A Energia
TOTAL (kWh / tonelada) é a soma de EME e ETE.

Os parametros do sistema que correspondem as variaveis operacionais que
levam a introducdo de energia sdo: temperatura do produto, pressao do sistema, taxa de
cisalhamento e tempo de residéncia. De acordo com Riaz (2007), durante o
procedimento se registrado continuamente a produgdo horéria, carga do motor,
velocidade da rosca, adicdo de agua e vapor. Com os dados obtidos consegue-se

calcular a implementagéo de EME pela seguinte formula:
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_ Qme(kJ/h)
EME (KJ/kg) = FR(kg/h)
Em que:

Qme é a entrada de energia mecanica total,

FR ¢ a taxa da alimentagédo da dieta seca.

kWe X Le X rpma
rpmf X 36

Qme (KJ/h) =

Em que:

kWe ¢ a poténcia nominal do motor da extrusora em kW;

Le é a carga do motor da extrusora, expressa em porcentagem;
rpma é a rotacdo por minuto (RPM) do eixo da extrusora;

rpmf é o RPM maximo do eixo da extrusora.

1.4.  Oxidacdo Lipidica

A oxidacdo é uma das principais causas de deterioracdo da qualidade durante o
processamento e armazenamento de produtos alimentares. Os alimentos oxidam através
de varios caminhos: por reacdes hidroliticas, oxidacdo enzimatica, por fotoxidacdo e
também por autoxidacgdo, que € o principal mecanismo de oxidacao dos 6leos e gorduras
(Berger e Hamilton, 1995), elas se ddo de acordo com o meio e agente oxidante. A
autoxidacdo € uma reacdo em cadeia, que consiste em trés fases distintas: iniciacao,
propagacao e terminagéo, sendo que nas duas primeiras, ocorre a presenca decisiva de
radicais livres (Oliveira et al., 2012).

A reacdo inicial envolve a geragdo de um radical livre (L.) a partir de um &cido
graxo insaturado (LH). Essa fase é muito lenta e depende de um iniciador (1),
representado pelo calor, metais tragos e certas enzimas catalisadoras (Fogaca et al.,
2009). Na propagacédo, o radical lipidico (L) reage muito rapidamente com o oxigénio
atmosférico produzindo um radical peroxido (LOO) que novamente pode abstrair um
hidrogénio de outra cadeia acil, resultando em um hidroperdxido lipidico (LOOH) e um
trés novos radicais L. Esta propagagédo continua até que um dos radicais seja removido
por reacdo com outro radical ou com um antioxidante (AH) cujo radical resultante (A)

seja muito menos reativo. Essa propagacdo continua até que o radical perdxido seja
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removido por uma reacdo com outro radical, formando produtos inativos ou ndo radicais
(FAO, 2003). Na auséncia de antioxidantes, o radical perdxido formado, retira mais um
atomo de hidrogénio de outra molécula lipidica formando um hidroperdxido (LOOH), e
outro radical livre (L).

A velocidade desta reacao é afetada pelo grau de insaturacdo do acido graxo,
pela presenca de pro e antioxidantes, pelas condi¢bes de armazenamento, como
temperatura, umidade, oxigénio e luz (Reis, 2013). O mecanismo de fotoxidacdo de
gorduras insaturadas é promovido essencialmente pela radiacdo UV em presenca de
fotossensibilizadores (clorofila, mioglobina, riboflavina e outros) que absorvem a
energia luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel e a transferem para o
oxigénio triplete (302), gerando o estado singlete (102). O oxigénio Iniciagdo: |1 + LH
— L. + IH Propagacgdo: L. + O2 — LOO. LOO. + LH — LOOH + L. Terminagao:
LOO. + LOO. — produtos inativos (Figura 1). O oxigénio singlete reage diretamente
com as ligacBes duplas por adicdo formando hidroperdxidos diferentes dos que se
observam na auséncia de luz e de sensibilizadores, e que por degradagéo posterior

originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (Ramalho et al., 2006).

Iniciago: 1+ LH — L.+ IH

Propagacio: L. + 02 — LOO. Terminagio: LOO. + LOO.
LOO.+LH — LOOH + L. — produtos inativos.

Figura 1: Esquema das fases da autoxidacao (FAO, 2003).

As lipoxigenases sdo isoenzimas que catalisam a incorporacdo de moléculas de
oxigénio em &cidos graxos poli-insaturados (substratos) que possuem a estrutura cis,cis-
1,4- pentadieno. Os &cidos graxos vegetais mais comuns que possuem essa estrutura sao
os acidos linoleicos e linolénicos. Os gréos de soja constituem a fonte mais rica de
lipoxigenases, sendo que quatro isoenzimas foram isoladas, as lipoxigenases L-1, L-2,
L3a e L-3b. Estas isoenzimas diferem entre si em varios aspectos da a¢do catalitica tais
como pH o6timo de agdo, especificidade para substrato, regio-especificidade, produtos

primarios e secundarios formados (Reis, 2013).
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1.5.  Acido Linoleico

Os acidos graxos sdo compostos organicos que possuem apenas um grupo carboxila
em uma de suas extremidades (sdo monocarboxilicos), de cadeias abertas, longas, com
quatro a 36 atomos de carbono (C) que podem ser saturadas ou insaturadas (Lehninger,
2014). A classificacdo é definida pela quantidade de duplas liga¢des (saturados — sem
duplas ligacbes, monoinsaturados e poli-insaturados) e quanto & posicdo da primeira
dupla ligagdo (iniciando pelo radical metil, representada pelas letras Q, ® ou n, ou
contando a partir de seu grupo carboxilico, representada pela letra A).

Dentre os &cidos graxos poli-insaturados, existem trés familias importantes: a do
omega (w) - 3, representada pelo acido alfa-linolénico (18: 3 ®-3); 6mega (®) - 6, que
inclui derivados do &cido linoleico (18: 2 w-6) e a do 6mega (w) - 9, proveniente do
acido oleico (18:1 ®-9), porém, quando contidos na alimenta¢do, os w-3 € 6 podem
formar 4&cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa como o EPA, DHA e
Araquidonico (Casanova e Medeiros, 2011).

Os acidos graxos essenciais como o acido linoleico (w-6) ndo podem ser sintetizados
pelo organismo do gato doméstico, por isso devem ser ingeridos na dieta, através de
fontes especificas, como a gordura de aves, razdo pela qual é chamado de acido graxo
essencial para essa espécie. Além disso, esses animais ndo conseguem sintetizar o &cido
araquidénico, quando outros mamiferos normalmente o fariam, depois de receber acido
linoleico na dieta. Este fato ocorre, pois, 0os gatos tém baixa atividade de enzimas
hepaticas A-6 dessaturase e A-5 dessaturase, responsdvel pela sintese de acido
araquidonico, a partir do &cido linoleico (Trevizan, 2009).

O acido linoleico presente nas fontes de gordura, principalmente na gordura de aves
apresentam funcdes primordiais na saude dos animais, como ja citado. No entanto, uma
vez oxidados, os acidos graxos se tornam moléculas nocivas ao organismo e seu
consumo deve ser evitado. O processo de oxidacdo ocorre mais facilmente nas duplas
ligagBes dos acidos graxos e, neste sentido, as fontes de gordura mais insaturadas. Os
radicais livres que resultam dessa oxida¢do podem reagir com proteinas, vitaminas ou
outros constituintes e reduzindo a qualidade nutricional do alimento (Lillard, 1983). Na
tabela 1, sdo apresentados os principais aldeidos formados na oxidacdo do &cido

linoleico.
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Tabelal. Valores limiares de aldeidos volateis formados na oxidacéo do &cido linoleico.

Composto Valores (%)

Hexanal 0,08-0,6

Heptanal 0,04-0,05

Octanal 0,04-0,06

trans-2-Nonenal 0,04-0,04
cis-2-Decental 0,1
trans,trans-2,4-Nonadienal 0,46
trans,cis-2,4 — Decadienal 0,02

Adaptado da Revista Food Ingredients Brasil N° 29 — 2014,

Acredita-se que os aldeidos ndo sejam palataveis para animais de companhia
como nado o sdo para humanos (Case, 2001). O processo oxidativo também pode levar a

formacdo de compostos téxicos (Calligares et al., 2015).

1.6. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo as substancias responsaveis por retardar o aparecimento de
alteracOes oxidativas no alimento (ANVISA, 1999). O BHA, BHT e TBHQ sdo os
antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos. Quanto aos
antioxidantes naturais mais utilizados estdo os tocoferois, &cidos fendlicos e extratos de
plantas. A estrutura fendlica destes compostos permite a doacdo de um préton a um
radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o
mecanismo de oxidag&o por radicais livres (Ramalho, 2006).

O BHA é um antioxidante mais efetivo na supressdo da oxidacdo em gorduras
animais do que em Gleos vegetais (Bailey, 1996). O BHT possui propriedades similares
ao BHA e sdo sinergistas entre si. O BHA age como sequestrante de radicais perdxidos,
enquanto o BHT age como sinergista, ou regenerador de radicais BHA. O TBHQ é um
po cristalino branco e brilhoso, moderadamente solivel em éleos e gorduras e ndo se
complexa com fons de cobre e ferro (Madhavi, 1995). E considerado em relagdo a
gordura animal tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo do que o BHT (Chahine,1974).
O TBHQ é considerado também o melhor antioxidante para 6leos de fritura, pois resiste
ao calor e proporciona uma excelente estabilidade para os produtos acabados (Mariutti e
Bragagnolo, 2007).
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Os tocoferdis que, por ser um dos melhores antioxidantes naturais sao
amplamente aplicados como meio para inibir a oxidacdo dos Oleos e gorduras

comestiveis, prevenindo a oxidacao dos &cidos graxos insaturados (Jorge et al., 2008).

1.7. Palatabilidade em alimentos para cées e gatos

A palatabilidade ou preferéncia alimentar do animal é de extrema importancia
para industria pet food. A mesma é determinada pela de -caracteristicas de
macroestruturas juntamente com a composi¢cdo quimica e tipo de ingredientes do
alimento determinardo parametros do processo como expansdo do produto, densidade
especifica, estrutura celular e dureza e crocéncia (Trivedi e Benning, 2003).

Entre as maneiras de se melhorar a palatabilidade de um alimento, a adicéo de
0leo ou gordura é comumente empregada na industria pet food (Zaghini et al., 2005),
porém quando ndo controlada pode levar o alimento a sofrer processo oxidativo. Os
gatos sdao mais exigentes em relacdo a palatabilidade de seus alimentos, apresentando
maior sensibilidade se comparando com cdes (Saad, 2004). Infelizmente, quase néo
existem estudos publicados sobre a influéncia do processamento por extrusdo ou a

influéncia da fonte antioxidante sobre a palatabilidade de alimentos para gatos.
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OBJETIVOS

Obijetivos gerais:

Neste projeto, foram estudadas as modificacbes oxidativas ocorridas em
alimentos extrusados para gatos contendo gordura de aves como fonte de lipideos e
submetidos a diferentes condi¢Ges de processamento (aplicacdo de energia mecanica
especifica) e os impactos destas modificacdes sobre o shelf-life e as propriedades

organolépticas de alimentos para gatos.

Obijetivos especificos:

Determinar o shelf-life de alimentos para gatos contendo Oleo de frango,
submetidos a diferentes condi¢cdes de processamento, pela aplicacdo de diferentes niveis

de energia mecénica (9, 21 e 35 kWh/ton);

Determinar as modificacdes nas concentracfes de acidos graxos, perdas de
antioxidantes sintéticos e formacdo de produtos de oxidacdo em alimentos para gatos
contendo 6leo de frango submetido a diferentes condicBes de extrusdo, pela aplicacdo

de diferentes niveis de energia mecanica;

Determinar as caracteristicas organolépticas em laboratorio (compostos volateis
por cromatografia gasosa, textura do kibble) e a palatabilidade de alimentos para gatos

de alimentos contendo diferentes fontes de antioxidante.
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CAPITULO 2

OXIDACAO LIPIDICA NO PROCESSO DE EXTRUSAO EM PET
FOOD*

*Artigo escrito de acordo com as normas da Revista Animal Feed Science and
Technology (exceto tabelas)
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Oxidagéo lipidica no processo de extrusdo em pet food
Resumo

A extrusdo é uma tecnologia amplamente utilizada no processamento de alimentos para
humanos e animais. Ainda hoje, pouco se conhece sobre as modificagdes que ocorrem
nos lipideos durante o processamento de alimentos. Tendo isto em vista, neste projeto
de pesquisa, foram estudadas as modificacfes oxidativas ocorridas em alimentos
extrusados para gatos contendo gordura de aves como fonte de lipideos submetidos a
diferentes EME (energia mecanica especifica) e os impactos destas modificacbes sobre
o shelf-life e as propriedades organolépticas, para isso foram realizados dois
experimentos. No experimento um, foi avaliado o efeito da EME sobre a qualidade da
gordura em racles extrusadas para gatos e no experimento dois, foram avaliadas
diferentes fontes de antioxidantes sobre o shelf-life da gordura de frango e sobre um
alimento extrusados para gatos. Houve diferenca significativa também entre as EMEs,
com os maiores valores obtida para baixa EME e os menores para a alta EME
(P<0,001). Foi observada diferenca significativa entre os trés métodos utilizados para a
extracdo lipidica (P> 0,001) e as trés EME usadas no processo. Verificou-se relagdo
entre a forca de ruptura e a aplicacdo de EME no processo para andlise do extrusado, foi
significativa a diferenca na densidade do kibble seco entre as diferentes EMEs
empregadas, sendo a maior densidade verificada no tratamento com baixa EME (460
g/L), seguida pelos de média (390 g/L) e alta (200 g/L), respectivamente (P<0,001).
Esta mesma sequéncia de resultados estatisticos foi verificada para a forga de ruptura do
kibble (P<0,001). Foi possivel observar que todos os &cidos graxos sofreram degradacéo
conforme o avancgo do processo de extrusdo (P>0,001), em especial o &cido linoleico.
Dentre os quatro tratamentos o antioxidante TBHQ se mostrou o mais efetivo para
estabilizar o 6leo de frango e as ra¢fes durante o processamento, chegando ao maximo
de 1,93 Meg/kg. Ao teste de palatabilidade gatos demonstraram preferéncia por
alimentos com baixo IP (P> 0,0195) mostrando que prevencao da oxidacdo lipidica no
processo € importante. Observou-se que a perda oxidativa do acido linoleico foi mais de
50% independente da EME aplicada. Os antioxidantes parecem ser fundamentais na
protecdo dos acidos graxos em alimentos extrusados.

Palavras-chave: Energia mecénica especifica, pet food, gordura de frango, acido
linoleico, oxidacgéo e antioxidante.
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Lipid oxidation during extrusion process in pet food

Abstract

Extrusion is a technology widely used in food processing for humans and animals. Even
today, little is known about the changes that occur in lipids during food processing. In
this research two experiments were carried out to evaluate the oxidative modifications
occurred in extruded foods for cats containing poultry fat as lipids source submitted to
different SME (specific mechanical energy) and the impacts of these modifications on
the shelf-life and its properties. In the experiment one was evaluated the effect of SME
fat quality of fat in extruded rations for cats and in experiment two were evaluated
different sources of antioxidants on the shelf-life of chicken fat as well as on a extruded
food for cats. There was also a significant difference between SME, with the highest
values obtained for low SME and the lowest for high SME (P <0.001). A significant
difference was observed between the three methods used for lipid extraction (P> 0.001)
and the three SME used in the process. There was a relationship between the rupture
force and the SME application in the process for the extrudate analysis. The difference
in the dry kibble density between the different SME was significant, being the highest
density verified in the treatment with low SME (460 g.L™), followed by medium (390 g.
L™ and high (200 g.L™), respectively (P <0.001). This same sequence of statistical
results was verified for the force of kibble rupture (P <0.001). It was possible to observe
that all fatty acids were degraded as the extrusion process progressed (P> 0.001), in
particular linoleic acid. Among the four treatments, the antioxidant TBHQ proved to be
the most effective for stabilizing chicken oil and rations during processing, reaching a
maximum of 1.93 Meq.kg™. In the palatability test cats showed preference for foods
with low IP (P> 0.0195) showing that prevention of lipid oxidation in the process is
important. It was observed that the oxidative loss of linoleic acid was more than 50%
independent of the SME applied. Antioxidants appear to be fundamental in the
protection of fatty acids in extruded foods.

Key words: Specific mechanical energy, pet food, poultry fat, linoleic acid, oxidation
and antioxidant.
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1. Introducéo

A extrusdo termoplastica é uma tecnologia eficiente, que associa alta
temperatura, pressdo e umidade, a qual é amplamente utilizada no processamento de
alimentos para humanos e animais. Alimentos que passam pelo processo de extruséo,
além de seguros do ponto de vista de contaminagdo microbiolOgica, apresentam
caracteristicas organolépticas (sabor, odor e textura) e nutricionais que favorecem seu
uso pela industria. Apesar de ser uma técnica antiga (usada desde a década de1950 em
pet food), a extrusdo ainda é a técnica mais empregada no processamento de alimentos
para cdes e gatos até os dias atuais, de forma que 95% dos alimentos para cées e gatos

ainda sdo processados por extrusdo (Brennan et al., 2011; Sharma et al., 2012).

Os animais de estimacdo apresentam necessidades nutricionais especificas que
devem ser supridas com alimentos bem formulados, contendo todos os nutrientes
essenciais em equilibrio com a densidade energética da racdo. Embora os alimentos
sejam formulados de uma maneira geral por meio da composi¢do quimica analisada dos
ingredientes pelas industrias, sabe-se que a condicdo do processo dos alimentos por
extrusdo modifica quimicamente muitos nutrientes, promovendo a modificacdo na
estrutura de alguns e até mesmo a perda completa de outros, sendo estes efeitos ainda

pouco conhecidos pelos formuladores de alimentos (Alonso et al., 2000).

Dois diferentes tipos de energia sao aplicados no processamento dos alimentos
por extrusao, energia térmica especifica (ETE) e energia mecanica especifica (EME), as
quais sdo principalmente geradas pelo vapor aplicado no condicionador e pelo
cisalhamento da rosca contra o canhdo extrusor, respectivamente. O balango entre a
EME e ETE é responsavel pelo cozimento e transformac6es fisico-quimicas do alimento

no processo (Riaz, 2007). O controle das energias dentro do processo de extrusdo é
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importante para a qualidade final do produto, pois, as interacGes entre os diferentes
nutrientes e perdas nutricionais podem ocorrer em fungéo disto (Tran, 2008). Sobre a
EME, nédo existe recomendacdo da quantidade a ser aplicada, mas, acredita-se que em
geral de 15 a 25 kWh/ton de EME devem ser empregados para o adequado

processamento (Strathman, 2007, Moscicki, 2011).

Os lipidios, presentes em gorduras e Oleos, apresentam propriedades
organolépticas que conferem sabor, odor e textura para os alimentos (Silva et al., 1999;
Tian et al., 2013). Nos alimentos dos animais de companhia, a principal fonte de
lipideos é o 6leo de frango, o qual apresenta predominéncia de &cidos graxos da série o-
6, como o acido linoleico, acido graxo considerado essencial em todas as fases da vida

de cdes e gatos (NRC, 2006).

Este &cido graxo possui papel importante como constituinte de membranas, de
mediadores inflamatorios, além de fonte energética (Martinet al., 2007; Ledoux et al.,
2007). Pouco se conhece sobre as modificacbes que ocorrem nos acidos graxos durante
o0 processamento de alimentos. E possivel que o processamento promova complexacio
com outros nutrientes ou alteracdes quimicas como hidrogenagdo, isomerizacao,
polimerizacdo e oxidacdo de lipidios (Rokey, 1995), induzindo modificacbes na

estabilidade oxidativa ou no valor nutricional do produto acabado.

Apesar de nutricionalmente essenciais, os acidos graxos oxidados se tornam
moléculas nocivas ao organismo e seu consumo deve ser evitado. O processo de
oxidacdo ocorre mais facilmente nas duplas ligacdes dos acidos graxos e, neste sentido,
as fontes de gordura mais insaturadas. Os radicais livres que resultam dessa oxidagéo

podem reagir com proteinas, vitaminas ou outros constituintes, reduzindo a qualidade
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nutricional do alimento e induzindo o stress oxidativo no organismo (Kanner, 2007;

Marquéz-Ruiz et al., 2008; Lillard, 1983).

Conhecer as modificagdes no processo de oxidacdo durante a extruséo se faz
importante para o uso racional de aditivos antioxidantes e também para definir pontos
de inclusdo de gordura no processo. Embora os efeitos das variaveis de processo durante
a extrusdo tém sido amplamente reconhecidos, os efeitos precisos do cozimento de
extrusdo para a sua aplicacdo aos alimentos de animais de companhia ndo estdo bem
documentados, em particular, os efeitos interativos entre variaveis de processo e
lipideos e efeitos sobre complexacdo de lipidios durante a extrusdo ainda ndo sao

conhecidos.

Tendo em vista os possiveis efeitos do processo de extrusao sobre a oxidagédo
lipidica e valor nutricional de ingredientes lipidicos, neste estudo foram verificadas as
modificacdes oxidativas ocorridas em alimentos extrusados para gatos contendo gordura
de aves como fonte de lipideos e submetidos a diferentes aplicacdes de EME e 0s
impactos destas modificacbes sobre o shelf-life, valor nutricional e as propriedades

organolépticas de alimentos para gatos.

2. Materiais e métodos

Os experimentos foram conduzidos na Fabrica de racdes da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, campus Jaboticabal
(FCAV/UNESP). As analises foram conduzidas no Laboratério de Analises de
Alimentos e Nutricdo Animais (LANA) e Laboratério de Analise Fisico Quimicas em

aguas e alimentos da UEM (CCQ/UEM).
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Foram conduzidos dois experimentos. No experimento 1, comparou-se o efeito
da aplicagdo de trés diferentes EME (9, 21 e 35 kWh/ton) na extrusora sobre e
estabilidade oxidativa das dietas e modificacGes no acido linoleico durante as etapas do
processamento. No experimento 2, comparou-se a estabilidade oxidativa das dietas e
modificacbes no &cido linoleico na extrusdo em funcdo da utilizacdo de diferentes

antioxidantes (BHA+BHT, TBHQ e um mix de tocoferois, cha verde e alecrim).

2.1. Gordura de Aves

A gordura de aves usada neste estudo foi proveniente de empresa local (Faricon
Agricola S/A, Paranacity, Brasil), a qual foi produzida apds o cozimento de visceras de
frango frescas seguido pela prensagem para a obtencdo do Oleo. Para se obter uma
amostra livre de antioxidante, antes da amostra de dleo para o estudo ser coletada, o
sistema de aplicacdo de antioxidante foi desligado e foram produzidas trés bateladas de
farinha de visceras sem antioxidante antes da coleta da amostra a ser empregada no
estudo. As amostras foram armazenadas em galdes de 20L, posteriormente congeladas

em freezer a -20°C e descongeladas apenas no momento da fabricacdo das racoes.

Antes do processamento das ragdes, a amostra de gordura de aves sem
antioxidante foi subdividida em quatro subamostras, das quais uma delas permaneceu
sem adicdo de antioxidante (Tratamento Controle Negativo) e as demais foram
estabilizadas com trés diferentes antioxidantes sendo a dose determinada atraves da
equivaléncia pelo oxitest. Os antioxidantes empregados foram: uma mistura comercial
de BHT e BHA na dose de 500 mg/kg (PET-OX Premium Liquid, Kemin do Brasil);
TBHQ na dose de 750 mg/kg (RENDOX QCA Liquid, Kemin do Brasil) ou um

concentrado de tocoferdis, extrato de alecrim e extrato de cha verde na dose de 1200
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mg/kg (VERDILOX IP GT Liquid, Kemin do Brasil). Os antioxidantes foram

adicionados diretamente na gordura, imediatamente antes do processamento.

2.2.  Dietas experimentais

Uma unica dieta basal para gatos foi formulada, de acordo com as
recomendacdes nutricionais para a manutencdo de gatos da European Pet Food Industry
Federation (FEDIAF, 2014). Esta dieta foi formulada apenas com ingredientes de
origem vegetal e com baixo teor de lipideos, para que a gordura de aves pudesse ser
aplicada durante o processo diretamente no condicionador (Tabela 1). Apenas um unico
lote de ingrediente foi utilizado para a confeccdo da dieta basal, a qual foi subdividida
entre 0s tratamentos para os experimentos 1 e 2 posteriormente. A moagem dos
ingredientes foi realizada em moinho de Martelos, equipado com peneira com furos de
0,8 mm. Apds a moagem, para 0s experimentos 1 e 2, a gordura de aves foi bombeada
para o condicionador através de uma bomba Seepex (Range, MO, USA) para atingir
4% de inclusdo em cada tratamento . As dietas experimentais foram processadas em
extrusora de rosca simples com capacidade para 250 kg/h (MEX-250, Manzoni

Industrial SA, Campinas, Brasil).
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Tabela 1. Dieta basal de gatos formulada como base para os dois experimentos.

INGREDIENTES a/kg
Milho grao 368,7
Farelo de soja 45% 185
Concentrado proteico de soja 101
Quebrado de arroz 100
Proteina isolada de soja 59
Gordura de aves 40
Levedura seca de cervejaria 60
Gluten de milho 60% 35
Calcario 24
Fibra de cana 10
Sal comum 5
Premix gatos 4
Cloreto de colina 60% 3,5
DI-metionina 2,7
L-taurina 1
Antiflngico 1
Cloreto de potassio 0,1
Composigdo Quimica! a/kg
Proteina bruta 348,91
Extrato etéreo 60,44
Fibra bruta 24,72
Calcio 10,00
Fosforo 6,80
Cinzas 57,36

1 Dados na matéria seca

Experimento 1: Efeito da energia mecénica especifica (EME) sobre a qualidade da

gordura em racdes extrusadas para gatos

Com intuito de estudar a EME sobre a qualidade da gordura o tratamento
controle foi desdobrado em trés energias mecanicas especificas (EME) do processo,
sendo estas de respectivamente 9, 21 e 35 kWh/t. Foram realizadas modificagcbes na
aplicacdo de EME controlando a area aberta de saida no final do canhdo extrusor.
Durante o procedimento, foi registrada continuamente a producdo horéria, carga do
motor, velocidade da rosca, adi¢do de agua e vapor. Com os dados obtidos foi calculado

a implementacdo de EME de cada um dos tratamentos, de acordo com Riaz (2007).
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_ Qme(kJ/h)
PRI = TeRGe )
Em que:

Qme é a entrada de energia mecanica total,

FR ¢ a taxa da alimentagédo da dieta seca.

kWe X Le X rpma
rpmf X 36

Qme (kJ/h) =

Em que:

kWe é a poténcia nominal do motor da extrusora em kW,

Le é a carga do motor da extrusora, expressa em porcentagem;
rpma é a rotacdo por minuto (RPM) do eixo da extrusora;

rpmf é o RPM maximo do eixo da extrusora.

Os dados de processamento das dietas nas trés diferentes EMES encontram-se na
Tabela 3. Para se obter repeticbes de cada tratamento, a cada 15 minutos depois da
estabilizacdo do processo, uma amostra foi coletada do alimento farelado, na saida do
condicionador, na saida da extrusora e na saida do secador, durante 1 hora, totalizando
quatro amostras por tratamento e periodo. Durante o processamento, amostras foram
coletadas para determinacdo da umidade, densidade especifica e taxa de expansdo do
kibble. Dados relativos a temperatura do condicionador, temperatura da extrusora,
pressdo interna no canhdo da extrusora, temperatura do secador e umidade do alimento
em cada uma destas etapas também foram analisados (tabela 3). Apos a coleta, cada

amostra foi congelada a -20°C até o momento das analises laboratoriais.
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Tabela 2. Parametros de processamento de alimentos para gatos extrusados com
aplicacdes de energia mecanica especifica (EME) baixa (9 kWh/ton), média (21
kWh/ton) ou alta (35 kWh/ton).

EME
Item 9 21 35
Condicionador
Temperatura (°C) 84,3 79,4 81,2
Matéria seca (%) 74,8 73,2 71,6
Extrusora
Amperagem (A) 35,7 41,7 47,3
Pressao (bar) 21,3 21,9 34,8
Temp. da Massa (°C) 117,7 126,8 146,3
Matéria seca (°C) 74,4 80,5 77,6
Velocidade da Faca 15 23,1 35
Anel de Retencéo?! 25 15 8
N° de Furos da matriz 3 2 1
Didmetro do furo da matriz 45 4,5 3,0
Area Aberta (mm?) 47,7 31,8 7.1
Extrusado
Produtividade 140,0 142,2 130,5
Densidade Umido 502,9 359,4 227,1
Energia Mecanica
EME (kwh/t) 9,4 21,0 35,3
Area vazdo (mm2TON/h) 341,7 224,3 54,2
Densidade Seco 459,8 389,8 200,0

1 Didmetro do furo (mm)

2.3. Andlises laboratoriais

2.3.1. Auvaliagéo da Gordura Complexada

O percentual de gordura complexada foi calculado pela diferenca da
concentracdo EEHA (lipideos totais) pelo EE (lipideos livres). Foram escolhidos trés

métodos para a avaliagdo da gordura complexada: EEHA, EE e EEBD.

2.3.1.1. EEHA- Método Hidrolise Acida

O método utilizado foi segundo a AOAC, e foram pesados 2 g de amostra, em
seguida transferidos para um tubo falcon de 50 mL. Foram adicionados 2 mL de alcool

etilico, 10mL de acido cloridrico 70%, depois levados a banho-maria a temperatura de
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70°C — 80°C por 40 minutos, agitando a cada 10 minutos. Em seguida foram
adicionados 10mL de alcool etilico e 25mL de solucdo de éter de petroleo-éter etilico, e
agitado durante 60 segundos.

Os tubos foram deixados em repouso até que o0 sobrenadante estivesse
praticamente limpido, o mesmo foi filtrado em papel filtro adaptado em funil para
béquer de 250 mL previamente seco em estufa 105°C e tarado. Foram repetidas no
minimo trés vezes as lavagens. Por fim, evaporou-se a mistura de éteres em banho-
maria na temperatura méxima de 60°C e levou-se o béquer na estufa a 105°C por 1
noite ou até peso constante. As porcentagens de gordura foram calculadas pela seguinte

férmula;

A-B
P x 100

EEHA % (m/m) =
Em que:
A peso do béquer com gordura, em (Q);
B peso do béquer vazio, em (Q);

P peso da amostra inicial, em (g).

2.3.1.2. EE - Método Soxhlet

Foram pesados de 3g de amostra em cartucho de fibra de celulose. A extracdo

foi feita em extrator automatico (extrator de solvente VELP, SER 158). Foram

adicionados 100 mL de éter de petroleo e utilizou-se da metodologia a quente descrita

pela AOAC. O teor de lipideos se dava pela diferenga do peso dos copos extratores.
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2.3.1.3. EEBD - Método De Bligh-Dyer

Bligh & Dyer (1959) sugeriram um método para extrair gordura a frio que utiliza
uma mistura de trés solventes: Cloroférmio, Metanol e Agua. Para isso foram pesados 3
g de amostra homogeneizada em béquer de 250 mL, adicionados 12 mL de &gua
destilada e misturar até formar uma pasta, 30 mL de metanol e 15 mL de cloroférmio e
agitados em agitador magnético. Apds completa homogeneizacdo, uma Unica fase foi
obtida, procedeu-se com a adi¢do de 15 mL de cloroférmio, agitando por 2 minutos e 15
mL de agua seguidos de 5 minutos de agitacéo.

A mistura foi filtrada a vacua em funil de Blichner e transferida para um funil de
separagdo de 250 mL, ap6s completa separacdo das fases a fase contendo o cloroférmio
e os lipideos eram separadas em um baldo de fundo chato previamente pesado e
evaporadas em evaporador rotativo. O teor de lipideos se dava pela diferenca do peso do

bal&o.

2.3.2. Analise de Crocancia — Textura

As racOes experimentais foram submetidos ao teste de ruptura para avaliacdo da
crocancia do kibble, realizado com texturémetro universal (TA-XT2) definido para a
operacdo no modo de forga/compressdo, retorno para comecar a opcdo ativada, na
velocidade pré-teste de 2 mm/s, velocidade durante o ensaio de 0,5 mm/s e a velocidade

antes do teste de 10 mm/s.

O teste foi realizado em 20 unidades para cada dieta, utilizando sonda com
conjunto de laminas com faca, com distancia de corte de 10 mm. Os dados foram

analisados com o software Texture Expert versao 1.11 (Texture Prolile Analysis).
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2.3.3. Determinac&o do perfil de 4cido graxo - Acido linoleico

O perfil de &cidos graxos da gordura de frangos sem adicao de antioxidantes foi
tracado utilizando o método de Figueiredo et al., (2016). Foram utilizados 100 mg de
amostra, que passou por catalise basica com soda caustica, na concentracdo de 1,5mol/L
e metanol e catalise acida com &cido sulfdrico e metanol, cada uma com tempo de
reacao por cinco minutos, em lavadora ultrassénica (Eco Sonics - Ultronique) Logo
apos, isooctano foi adicionado a amostra e pipetou-se a fase superior, que foi guardada

em vial.

Os ésteres metilicos dos é&cidos graxos (EMAG) foram separados em
cromatografia a gas (Thermo, trace ultra 3300), equipado com detector de ioniza¢do em
chama e coluna capilar de silica fundida CP — 7420 (Select Fame, 100 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum de cianopropil). As vazdes dos
gases foram de 1,2 ml/min para o gas auxiliar (N2) e 35 e 350/min para o H e para o ar
sintético, respectivamente, para a chama do detector. O volume injetado foi de 2,0 uL,
utilizando divisdo da amostra (Split) de 1:80. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 240°C. A temperatura da coluna foi programada a 165°C durante 7,00 min,
seguido por rampa de aquecimento de 4°C/min até atingir 185°C, permanecendo assim
por 4,67 min, seguido por nova rampa de aquecimento de 6°C/min até que a coluna
atingisse 235°C, mantidos por 5,00 min, totalizando assim 30,00 min de anélise. Os
tempos de retencdo e as areas dos picos dos EMAG foram determinados utilizando o

software Chromquest 5.0.

Os &cidos graxos foram identificados a partir da comparacgdo de seus tempos de

retencdo com padrGes de composicdo conhecida (SIGMA, USA). A quantificacdo

37



absoluta dos EMAG foi realizada por padronizagdo interna, utilizando como padrdo o
metil éster do &cido tricosanoico (23:0) (SIGMA, USA). Fatores de correcdo tedricos
foram empregados para a determinacdo dos valores de concentracGes. A quantidade de
acidos graxos nas amostras foi calculada em mg de &cido graxo/100 g de amostra

utilizando a Equacéo 1.

_ AxMpFct
~ ApMaFcea x

Mx
Em que:
My é a concentracdo do &cido graxo X em mg de acido graxo/100 g de amostra;
A € a area do pico do acido graxo X;
Ap € a &rea do pico do padrdo interno (23:0);
Mp é a massa de padrao interno adicionada a amostra em mg;
Ma é a massa da amostra em g;
Fcr € o fator de correcdo tedrico do detector de ionizagdo em chama (DIC);
Fcea € o fator de conversdo de éster metilico para &cido graxo;
2.3.4. Determinagdo dos compostos volateis - Head Space (SPME).

As modificacbes nos compostos volateis durante o processamento de alimentos
também foram determinadas por cromatografia gasosa (CG), por SPME (Solid Phase
Micro Extration) que consiste em uma técnica de extracdo especialmente adequada para

metodologias de analise quimica em que GC serdo empregadas para a posterior
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separacdo, deteccdo, identificagdo e quantificacdo dos analitos presentes na amostra.
Para isto foi empregada a técnica de Head Space adaptada, conforme descrito por
Sghaier et al. (2016), na qual a 5 gramas de amostra foi mantida em um vail de 30mL, a
amostra foi primeiramente ambientada durante 10 minutos a 60°C, ap6s ja utilizando
um SPME holder com a fibra exposta a amostra foi mantida em banho-maria durante
periodo de 40 minutos a 60°C, entdo a fibra era recolhida e a mesma exposta no CG. Por
meio desta técnica foi quantificado o principal composto de oxidacao do &cido linoleico,
0 hexanal. A temperatura da coluna foi mantida a 40°C por 5 minutos e aumentado para
200°C, sendo 5°C por minuto e mantida constante. O gas de arraste foi o Hélio e a

pressdo mantida constante a 275 kPa. A temperatura do injetor foi de 240°C.

Para realizacdo da curva padrao foi utilizado o padrdo comercial do Hexanal
(18109 SIGMA-ALDRICH). Foi realizada uma curva com cinco pontos do padréo; 0,
20, 40, 60 e 90 ppm. Apos a realizagbes de todas as diluicdes, 0,5 ml de cada foi
adicionado a 1g de amostra padrdo (farelada- massa de ingredientes moidos) e depois

quantificadas por SPME.

2.3.5. Shelf — life

2.3.5.1. Teste de Estufa de Schaal

Para avaliar o shel-life das racBes com diferentes aplicacdes de EME realizou-se
0 Teste de Estufa de Schaal (Antolovich et al., 2002), e todas as amostras foram
armazenadas em potes plasticos transparentes fechados com tampas rosqueaveis e
colocados em estufa de ventilagcdo forcada a 60°C, ao abrigo de luz, e permaneceram
por 20 dias, totalizando 480 horas. As embalagens foram dispostas na estufa de

maneira que ndo houvesse influéncia do local dentro da estufa.

2.3.5.2. indice de Peréxido — IP
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Para as analises do Indice de Perdxido nas races foi utilizado de forma adaptada

0 método oficial do Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal, 2009.

Primeiramente era pesado 30g da amostra em Erlenmeyer de 250 ml, quantidade
suficiente para que contenha no minimo 2g de 6leo. Junto & amostra era adicionado 50
ml de metanol, 25 ml de cloroférmio e 17 ml de &gua, agitado no agitador magnético,
apos foi adicionado mais 25 ml de cloroformio e 25 ml de solugdo de sulfato de sodio
1,5%, tampava novamente e agitava por mais 2 minutos. Posteriormente a solugdo com
a amostra era transferida para um funil de separacdo, em que se separava as camadas de
forma natural. Deixava-se verter a camada inferior (cloroférmio + lipideo) para um funil
menor que continha papel filtro e um pouco de sulfato de sddio anidro, para remover 0s
tracos de agua que invariavelmente eram arrastados, recolhendo o filtrado em

Erlenmeyer de 125 ml.

Entdo eram adicionados 20 ml de acido acético e 0,5 ml de solucdo fresca e
saturada de iodeto de potassio. Por fim, eram adicionados 30 mL de agua destilada e 1
mL de solucdo 1% de amido, se ao acrescentar o amido fosse notado alguma alteracéo,
mesmo que pequena, de coloracdo, passando de amarelo para roxo, a solucdo era
titulada com solucdo de Tiossulfato de Sddio 0,1N, até que a coloracdo roxa
desaparecesse. Com o volume de Tiossulfato de Sédio gasto na titulacdo de cada
amostra era anotado e entdo eram feitos os calculos do indice de per6xido através da

seguinte férmula:

((A—B)xMxFx1000)
Px4

indice de Peréxido =

Em que:

A: Volume de Tiossulfato de sédio 0,1M gasto na titulacdo da amostra, em ml;
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B: Volume de Tiossulfato de s6dio 0,1 M gasto na titulacdo da prova branco, em ml;
M: Molaridade da solucdo de Tiossulfato de sodio;
F: Fator de corregdo da solucdo de Tiossulfato de sédio;

P: Peso da gordura extraida na aliquota x 4 (peso da placa com gordura — peso da placa

vazia), em gramas;
1000: Conversao para miliequivalentes.

Experimento 2: Avaliacdo de diferentes fontes de antioxidantes sobre o shelf-life da

gordura de frango e de alimentos extrusados para gatos
2.3.6. Determinacdo dos &cidos Graxos — Acidos Linoleico

O perfil de cidos graxos da gordura de frangos com diferentes estabilizagdes de
antioxidantes foi tracado utilizando o método de Figueiredo et al., 2016, ja descrito no

experimento 1.
2.3.7. Determinacdo dos compostos volateis — Head Space (SPME)

As modificacbes nos compostos volateis durante o processamento de alimentos
também foram determinadas por cromatografia gasosa (CG), por SPME (Solid Phase
Micro Extration) utilizando do método adaptado de head space descrito por Sghaier et

al. (2016) e ja citado nesse artigo no experimento 1.
2.3.8. Shelf-life

A gordura de aves foi avaliada quanto ao seu tempo real de conservacao, todas
as amostras foram armazenadas em potes plasticos leitosos fechados com tampas

rosqueaveis e colocados em ao abrigo de luz, e permaneceram por 105 dias, totalizando
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2520 horas. As embalagens foram dispostas sob a bancada de maneira que ndo
houvesse influéncia do local. Foram registradas as temperaturas e umidade através de
termo higrbmetros de méxima e minima (tabela 4). As amostras foram testadas

inicialmente quando sua estabilidade oxidativa (Oxitest) e quanto ao IP a cada 15 dias.

Tabela 3. Média de temperaturas do ambiente para o shelf life em tempo real da gordura
de aves.

Média Temperatura Umidade
Temperatura ~ Umidade Maxima Minima Méaxima Minima
26,37 46,82 29,29 25,47 56,18 40,91
2.3.8.1. Teste de Estufa de Schaal

Para realizar o Teste de Estufa de Schaal (Antolovich et al., 2002), todas as
amostras foram armazenadas em potes plasticos transparentes fechados com tampas
rosqueaveis e colocados em Estufa de Ventilagcdo Forcada a 60°C, ao abrigo de luz, e
permaneceram por 20 dias, totalizando 480 horas. As embalagens foram dispostas na

estufa de maneira que ndo houvesse influéncia do local dentro da estufa.

2.3.8.2. indice de Peréxido — IP

e Racédo

Para as analises do Indice de Perdxido nas racdes foi utilizado o método ja descrito
no experimentol, uma forma adaptada o método oficial do Compéndio Brasileiro de

Alimentacdo Animal, 2009.
e Gordura de Aves

Para as analises do IP em todas as repeti¢Ges foi utilizado o método oficial Cd8-
53 da The American Oil Chemists’ Society (AOCS). Foram pesados 5 gramas de

amostra em frasco Erlenmeyer de 125ml. Com o auxilio de proveta graduada, foram
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adicionados 30 ml de uma solucéo 3:2 de cido acético e cloroférmio & gordura, que foi
colocada em agitador magnético por 10 minutos. Passado o tempo de agitacdo, foram
adicionados 0,5 ml de uma solucdo de iodeto de potdssio a solucdo, que foi
imediatamente colocada no escuro por 1 minuto. Por fim, foram adicionados 30 ml de
agua destilada e 1 ml de solugdo 1 % de amido, e a solucdo titulada com solugdo de

Tiossulfato de Sodio 0,01 N, até que a coloracao azul desaparecesse.

O volume de Tiossulfato de Sédio gasto na titulagdo de cada amostra foi anotado
e posteriormente realizados os célculos do indice de peroxido através da seguinte
formula:

(V= Vb)x N x Fx 1000
P

indice de Peroxido =

Em que:

V: Volume de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo da amostra;

Vb: Volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do branco;

N: Normalidade da solucdo de Tiossulfato de sédio = 0,01;

F: Fator de corre¢do do Tiossulfato de Sédio = 1,26;

P: Peso da amostra de gordura de aves.

2.3.9. Oxitest

Para o teste de shelf-life foi utilizado o equipamento denominado Oxitest (Velp
Scientifica, Usmate, Alemanha). O método escolhido foi o descrito por Claus et. al
(2015), utilizando-se 5 gramas de cada amostra.

2.3.10. Residual de Antioxidante
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O residual de antioxidantes sintéticos, BHA, BHT e TBHQ foram determinados
por HPLC (High Performance Liquid Chromatography). A extragdo dos antioxidantes
na gordura foi realizada de acordo com o método 983.15 da AOAC. A anlise
cromatogréfica foi realizada em laboratorio terceirizado, utilizando um modulo de
separagdo, bomba quaternéria e detector de fotodiodo. Foi empregada uma coluna
Thermo Scientific TG-5MS — 30Mx0,25mmx0,25um. Estas anélises foram realizadas
pela empresa Kemin Nutrisurance. A Temperatura do injetor foi de 270°C, a da
coluna foi de 150 a 270°C e detector a 280°C. A rampa de aquecimento da coluna foi de
150°C-2min, 30°C/min, 270-2min. O método de extracdo dos analitos e

derivatizacao utilizou do solvente acetonitrila.

2.3.11. Teste de Preferéncia Alimentar

Para se verificar o efeito da fonte de antioxidante sobre as caracteristicas
organolépticas dos alimentos, os alimentos foram submetidos ao teste de preferéncia
alimentar em gatos. O protocolo para a determinacdo da preferéncia de alimento foi
efetuado segundo Griffin (2003). O periodo experimental foi de 48 horas/desafio e a
alimentacdo realizada duas vezes ao dia, sendo os lados dos comedouros alternados em

cada refeicéo.

Foram utilizados 20 gatos adultos, com peso médio 3,82 + 0,71, sendo estes
machos e fémeas. Os animais foram alojados em gaiolas de 40 x 40 x 60 cm e
alimentados para atender as necessidades energéticas para gatos em manutengédo
segundo o FEDIAF (2014). Para cada animal foram apresentados simultaneamente dois
comedouros contendo as dietas avaliadas, sendo observada a dieta que foi a primeira
opcao para o olfato e paladar de consumo do animal e comparados o consumo de ambas

as racdes. Os alimentos foram oferecidos em quantidade que excedia a capacidade de
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ingestdo, permitindo o consumo de apenas um dos alimentos, ou certa quantidade de
cada um. O tempo de permanéncia na gaiola era de 20 minutos por horario de
alimentacdo, que eram realizadas quatro vezes ao dia (8, 10, 14 e as 16), sendo que 0s
comedouros eram invertidos na mudanga de periodo da manha para tarde, retirando o

efeito de lateralidade.

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e
Metabolismo de Felinos Domésticos (Centro de Ensino e Estudos Nutricionais em
Felinos — CEENUFEL) pertencentes a Universidade Estadual de Maringa. Foram
aplicados seis desafios experimentais (Tabela 3) e a avaliagdo da preferéncia alimentar

foi feita pela razéo de ingestdo (RI), conforme a formula:

RI Ingestao do alimento A

- (Ingestdo do alimento A + Ingestdo do alimento B)

Tabela 4. Desafios experimentais para o teste de preferéncia alimentar em gatos
utilizando de racGes extrusadas com diferentes fontes de antioxidante.

Desafios

CONTROLE x BHT+BHA
CONTROLE x NATURAL
TBHQ x CONTROLE
TBHQ x BHT+BHA
BHT+BHA x NATURAL
NATURAL x TBHQ

2.4.  Analises Estatistica

Para as andlises estatisticas, os experimentos 1 (trés EMEs diferentes) e 2
(quatro tratamentos com antioxidantes) apresentaram um delineamento inteiramente ao
acaso, com medidas repetidas no tempo (etapas do processo ou tempo de estufa na

analise de shelf-life). Os dados foram submetidos a Analise de variancia, considerando
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o0s tratamentos, etapas ou periodos e suas interagdes e as médias comparadas pelo teste
Tukey, considerando 5% de probabilidade utilizando do Minitab® Statistical Software.
Para o teste de preferéncia alimentar, foi empregado o teste T Student,
considerando 5% de probabilidade. Para avaliagdo da primeira escolha (AxB) utilizou-
se o teste de proporcdes (Perform Exact Sign Test).
Em ambos os experimentos, verificou-se a distribuicdo Normal dos dados pelos
testes Anderson-Darling e Shapiro-Wilk. Em caso de dados fora da normalidade foi

aplicado o teste Wilcoxon Rank Sum.

3. Resultados

Experimento 1: Efeito da energia mecénica especifica (EME) sobre a qualidade da
gordura em ragdes extrusadas para gatos

Na tabela 5, encontram-se os resultados de extrato etéreo determinado pelas
metodologias de Soxhlet, Bligh Dyer e por hidrdlise &cida. Os maiores valores
analisados de gordura foram para o método de hidrélise acida, seguidos pelo método de
Bligh Dyer e pelo método de Soxhlet, respectivamente (P<0,0001). Houve diferenca
significativa também entre as EMESs, com os maiores valores obtida para baixa EME e

0S menores para a alta EME (P<0,0001).

Tabela 5. Teor de extrato etéreo analisados por trés diferentes métodos em racdes
processadas com diferentes energias mecanicas especifica (9, 21 e 35 kWh/t).

EME ) Efeitos
Método Média EPM!

9 21 35 EME Método Interacdo

Extrato etéreo hidrdlise 4cida (g/kg) 66,72 62,95 60,38 63,35" 0,15 0,0000 0,0000 0,064
Extrato etéreo Bligh e Dyer (g/kg) 47,38 42,43 36,03 41,95° 0,14

Extrato etéreo Soxhlet (g/kg) 26,18 1523 13,07 18,16 0,17

Média 46,76 40,20 36,49°

1 - Erro padrdo da média (n=9).
abe _ Médias seguidas de letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC_ Médias seguidas de letras maitsculas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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A complexacdo da gordura foi determinada pela diferenca percentual do extrato
etéreo por hidrolise &cida para os dois demais métodos, sendo o primeiro considerado
100% da gordura (tabela 6). Houve maior complexacdo de lipideos na alta EME (35
KWht), intermediaria na média EME (21 KWh/t) e menor na baixa EME (KWh/t),

demonstrando que a complexacdo aumenta conforme o aumento da EME (P<0,0001).

Tabela 6. Porcentagem de gordura complexada de racdes processadas com diferentes
energias mecanicas especifica (9, 21 e 35 kwWh/t).

EME Efeitos

Complexagdo Média EPM!

9 21 35 EME Compl. Interagdo

Hidrdlise 4cida - Bligh e Dyer (%) 29,02 32,16 40,25 33,818 0,12 0,0000 0,0000 0,148
Hidrolise acida - Soxhlet (%) 60,75 75,7 78,32 71,59" 0,25
Média 44,89° 53,93" 59,28

L - Erro padrdo da média (n=9).
ab¢ _ Médias seguidas de letras minGisculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC_ Médias seguidas de letras maitisculas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Na andlise do extrusado (Tabela 7), foi significativa a diferenca na densidade do
kibble seco entre as diferentes EMEs empregadas, sendo a maior densidade verificada
no tratamento com baixa EME, seguida pelos de média e alta, respectivamente
(P<0,0001). Esta mesma sequéncia de resultados estatisticos foi verificada para a forca

de ruptura do kibble (P<0,0001).

Tabela 7. Forca de corte e densidade aparente de racfes processadas com diferentes
energias mecanicas especificas (9, 21 e 35 kWh/t).

ltem EME Efeitos
9 21 35 EPM! EME Interacdo
Forca de ruptura (kgf) 592% 397° 2,36° 0,24  0,0000 -
Densidade (g/L, seco) 460°  390° 200° @ -

1 - Erro padrdo da média (n=20 kibbles).
abe _ Médias seguidas de letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
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9 KkWh/t 21 kWh/t 35 kWh/t

Figura 1: RacOes experimentais para gatos, produzidas com diferentes EME.

Na composicdo dos &cidos graxos dos alimentos processados é possivel observar
que todos os &cidos graxos sofreram reducédo nas etapas do processo de extrusdo (tabela
8). O écido linoleico foi escolhido para se estudar o impacto das diferentes aplicacGes
de EME na retencéo do perfil de acidos graxos durante e apds a extrusdo, por sua alta

concentracdo na gordura de frango e seus beneficios a alimentacao animal.

A andlise isolada para o &cido linoleico se encontra na tabela 9. Os teores desse
acido graxo foram avaliados quando a sua quantidade nas trés etapas do processo
(condicionador, extrusora e secador) e depois comparados quanto seu percentual de
reducdo por etapa (tabela 10). A quantidade de é&cido linoleico ndo diferiu
estatisticamente no condicionador entre as EME. Por outro lado, importante reducéo do
acido linoleico ocorreu na extrusora (P<0,0001). Na saida da extrusora, o teor de acido
linoleico foi maior na baixa EME quando comparada as demais (P<0,009). Na Gltima
etapa do processo, a concentracdo do acido linoleico diminuiu de acordo com 0 aumento

da implementacdo de EME (P<0,0163).
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Tabela 8. Perfil de &cidos graxos (mg/g de gordura) de racdes processadas com diferentes energias mecanicas especifica (9,21 e 35 kWh/t) nas
diferentes fases do processo.

EME
Acido Graxo Baixa Média Alta
Condicionador*  Extrusora® Secador’  Condicionador  Extrusora Secador  Condicionador  Extrusora  Secador
16:00 125,68 86 51,29 109,64 47,94 38,21 80,5 37,51 29,2
16:1n-9 18,54 11,83 8,09 13,61 6,55 7,38 11,07 4,38 3,99
18:00 31,53 20,18 13,46 27,86 11,99 9,63 19,75 8,18 8,06
18:1n-9 207,54 140,73 87,75 179,47 81,27 63,24 133,14 58,96 49,19
18:1n-7 8,57 6,13 4 7,76 3,36 2,37 5,57 1,63 2,04
18:2n-6 184,05 141,27 87,98 177,51 81,44 68,51 129,19 62,82 48,36
18:3n-3 9,73 8,14 4,8 9,13 4,44 3,7 6,91 3,06 2,61
23:00 85,69 105,03 95,25 98,75 113,13 99,08 80,93 80,25 77,86
1- Saida do condicionador
2- Saida da extrusora
3- Final da secadora
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Tabela 9. Relacdo do &cido linoleico (mg/g de gordura) em ragdes processadas com
diferentes energias mecanicas especifica (9,21 e 35 kWh/t) nas diferentes fases do
processo de extrusao.

EME Efeitos
Etapa EPM! -
9 21 35 EME Etapa Interagédo
Condicionador 184,06 177,51"* 129,19"* 15,85 0,0000 0,0000 0,013
Extrusora 141,27°%% 81.458° 62,828° 10,05
Secador 87,985% 68,515 48,36 6,00

1 - Erro padrdo da média (n=6).
abe _ Médias seguidas de letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC_ Médias seguidas de letras maitisculas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Na tabela 10, estd apresentada a porcentagem de perda do &cido linoleico por
etapa do processo. Houve efeito de EME no percentual de perda do &cido linoleico. A
reducdo na concentracdo de &cido linoleico foi significativamente maior nos tratamentos

com alta e média EME (P<0,0001) em relacéo a baixa EME.

Tabela 10. Porcentagem de perda do &cido linoleico (18:2, n-6) durante o processo de
extrusdo de racGes processadas com diferentes energias mecanicas especifica (9,21 e 35
KWHh/t).

EME Efeitos
Etapa EPM? p
9 21 35 EME Etapa Interacao
Extrusora (%) 23,25 54,12 51,37 5,61 0,0000 0,151 0,165
Secador (%) 52,20 61,40 62,37 3,33
Média 37,72° 57,76* 56,97

1 - Erro padrdo da média (n=12).
abc _ Médias seguidas de letras minGsculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

Na tabela 11, encontra-se a quantidade de hexanal formada por etapa de
processo. A maior quantidade desse aldeido foi encontrada na primeira etapa do
processo. Porém, apds a segunda etapa, a quantidade de hexanal ndo diferiu entre as

energias nem entre os dois Ultimos processos.

50



Tabela 11. Hexanal (mg/kg de MS) nas racbes processadas com diferentes energias
mecanicas especificas (9,21 e 35 kWh/t) nas diferentes fases do processo.

EME (kWh/ton)

1
Etapa 9 1 35 EPM
Condicionador 35,06 47,21 47,05 3,79
Extrusora 28,76 29,05 31,39 1,10
Secadora 24,03 23,47 15,18 2,69

1 - Erro padrdo da média (n=2).

Na tabela 12, sdo mostradas as correlagcBes entre as concentracdes do &cido
linoleico e hexanal em fungdo da EME aplicada ou da etapa do processo. Foi observada
alta correlacdo entre a quantidade de hexanal formada e quantidade de &cido linoleico
nas diferentes EME, sendo a maior na média, baixa e alta respectivamente. Na
correlagdo dentro de cada etapa o condicionador e a extrusora apresentou correlagdo

negativa, ja a secadora positiva.

Tabela 12. Concentracdes de acido linoleico e hexanal e suas correlacdes em cada etapa
do processo de extrusdo de racdes com diferentes energias mecanicas especificas (9,21 e
35 kWht).

Tratamento Etapa Hexanal (mg/kg) Acido Linoleico (mg/g)
Condicionador 35,06 184,05
9 Extrusora 28,76 141,27
Secador 24,03 87,98
Condicionador 47,21 177,51
21 Extrusora 29,05 81,44
Secador 23,47 68,51
Condicionador 47,05 129,19
35 Extrusora 31,39 62,82
Secador 15,18 48,36
Correlacéo

Hexanal x Acido Linoleico 0,72

Baixa EME 0,98

Média EME 0,99

Alta EME 0,93

Condicionador -0,58

Extrusora -0,75

Secador 0,89
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A estabilidade oxidativa dos alimentos processados por diferentes EMEs foi
avaliada pelo acompanhamento do indice de perdxido (IP) das ragGes ao longo do
tempo em estufa (tabela 13). O IP teve valores elevados no inicio, em todos 0s
tratamentos, mas significativamente maiores no tratamento com EME intermediaria
(P<0,0001). Em funcgdo da interacdo existente entre tratamento e periodo de estufa, os
dados foram comparados ao longo do tempo em cada EME e entre os tratamentos
apenas dentro de cada periodo. Todos os tempos diferiram quando comparados entre as
EME (P<0,0001 mostrando que houve influéncia da EME sobre a estabilidade oxidativa
das racbes. Os maiores valores foram para a EME intermediaria até o dia 16 de estufa,
em relacdo aos demais tratamentos (P<0,0001), no entanto, entre os dias 16 e 20 de
estufa, o tratamento com baixa EME teve aumento significativo nos IP tornando-se mais
elevado em relacdo as maiores EMEs (P<0,0001). Para entender o comportamento do IP
de cada racdo ao longo do teste de estufa de Schaal, foram aplicados ajustes de modelos
matematicos a aos alimentos processado em cada EME (Figura 2). Pode-se verificar que
para as ragdes processadas com EME maior (21 e 35 kWh/ton), houve ajuste de
modelos quadréticos, com pico estimado em 46,35 aos 12,63 dias de estufa e 32,53 aos
15,96 dias de estufa, respectivamente. Por outro lado, para a baixa EME, o modelo
exponencial foi o que melhor se ajustou. Podendo destacar que o contato com o
oxigénio destes alimentos foi muito superior ao normal pela baixa inclusédo de 6leo no

processo (4%) e o ndo recobrimento final das racdes.
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Tabela 13. indice de perdxido (mEg/kg) dos alimentos processados por diferentes
Energias Mecanicas Especificas (9,21 e 35 kWh/t) e mantidos em estufa a 60°C por 20

dias (Teste de Schaal).

] _ EME Efeitos
Periodo (dias) Baixa  Média Alta =PM EME  Periodo Interagéo
0 599 1329% 662 775 0,000 0,0000 0,0000
4 9,03 3220 1475°  ggg
14,825 39,03“* 2931% g3
12 16,115 48827 3377 596
16 18,11 °° 43,345 26,16 °® 503
20 47,297 3506 “® 3346"° 182

L - Erro padrdo da média (n=3).

ab¢ _ Médias seguidas de letras minGisculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC_ Médias seguidas de letras maitsculas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

60
y =-0,2067x2 + 5,2198x + 13,405
50 R2=0,9777
....... A .
"""""""""""" ...
o e o T )
o ¢ e, -
30 - _.--"" > 7V =-0,1036x2 + 3,307x + 6,1368
’ - _-z R?=0,8747
o -
. P - -
20 _- . .
s PR 4
_ - 0_ - y= 6,1112e0.0893x
10 ¥,’ e R? = 0,908
0
0 5 10 15 20 25
¢ 9 kWh/ton @ 21 kWh/ton =35 kWh/ton

Figura 2: Modelos matematicos ajustados para as curvas de IP das racGes processadas
por diferentes EMEs e submetidas ao teste de estufa de Schaal.

Experimento 2: Avaliacdo de diferentes fontes de antioxidantes sobre o shelf-life da
gordura de frango e de alimentos extrusados para gatos

As andlises de estabilidade oxidativa foram realizadas no oOleo por duas

metodologias: determinacdo do IP nas amostras por 105 dias a temperatura ambiente e

também pelo Oxitest. Nas amostras de ragdes, adotou-se 0 método de estufa de Schaal.
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Os IP foram iguais entre os tratamentos no inicio do estudo (P>0,05). Houve
interacdo entre tratamento e periodo e por esta razao os antioxidantes foram comparados
apenas dentro de cada periodo e o comportamento oxidativo das amostras analisado
dentro de cada tratamento com antioxidante. O TBHQ estabilizou melhor a gordura de
frango em temperatura ambiente durante o periodo de avaliacdo (Figura 3). Enquanto os
tratamentos com BHA+BHT e antioxidante natural apresentaram aumento linear ao
longo do tempo de estocagem, com ajustes (R®) dos modelos de 0,908 e 0,913
respectivamente, este ajuste ndo foi possivel no tratamento com TBHQ em funcdo da
manutencdo sem elevacdo do IP ao longo do periodo de estocagem (R?=0,05). Apesar
destes resultados, todos os tratamentos, incluindo o Controle mostraram-se estaveis
durante o periodo de avaliagdo, com IP que ndo ultrapassaram 6 mEqg/kg. Os resultados
de residuais de antioxidante das amostras de Oleo encontram-se na Tabela 16. Foi
detectado uma quantidade residual de BHT e BHA respectivamente de 6,14 e 9,95
mg/kg de 6leo. Apesar de serem tomadas medidas preventivas para se eliminar qualquer
efeito residual dos antioxidantes na linha de producdo, estas quantidades foram
detectadas no Controle e podem ter favorecido sua estabilidade durante a vida de

prateleira em tempo real.
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Tabela 14. indice de perdxido (mEqg/kg) nas amostras de 6leo de frango estabilizadas
com diferentes antioxidantes e mantidas em temperatura ambiente.

Periodo Antioxidantes EMPL Efeitos
Controle BHA+BHT Natural TBHQ EME Periodo Interacdo
0 0,93 0,937 0,93 1,00 0,03 0,0000 0,0000 0,0000
15 1,735 1,137 1,06™ 0,99 0,09
30 2,055 1,665 1,657 1,068 0,12
45 2,84P2 2,31°% 2926 1398CPc 17
60 3,38% 3,524 358%% 193 0,2
75 3,292 2,978 2,72°°  105%°¢ 0,26
90 4,10%  3,26%° 4558 15778 035
105 5,78% 443 513 001 057

L - Erro padrdo da média (n=3).
abe _ Médias seguidas de letras minGisculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05). "
ABC_ Médias seguidas de letras maitsculas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Controle Natural
7 [ = 0,040 « 00,5542
R*=10,913
& ¥ =0,0397%+ 0,9267 & 5 ._’
. R =0,9328 ] *_—
4 e ’._.
T 3 »

3 * s -
F] & = *
14— 19 —*
o o

a 0 A0 B0 &0 100 1200 1] 0 A &0 BOD 100 120

BHA+BHT TBHQ

5 ¥ = 0,032+ 0,8475 25
. R? = 0,908

+ *

4 2 +
3,5 +* ’ ¥=0,0022%4+1,1217

3

5 e s R? = 0,0508 "
b @ - I

i »> I ——

2 1% * * L .
15 —%

1 e 05
05

o 0

0 20 40 60 &0 100 120 o 0 40 60 0 100 120

Figura 3: Indice de peroxido da gordura de aves estabilizado com diferentes
antioxidantes e mantido a temperatura ambiente por 105 dias.
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Tabela 15. Residual de antioxidante em oleo de frango e racGes experimentais para
gatos com diferentes fontes de antioxidantes.

Iltem Antioxidante BHT BHA TBHQ
Oleo BHA+BHT 66,10 95,41 -
Oleo TBHQ 6,11 46,83 96,23
Oleo Natural 6,72 9,12 -
Oleo Controle 6,14 9,95 -
Racao BHA+BHT - - -
Racéo TBHQ - - 9,56
Racéo Natural - - -
Racéo Controle - - -

Pela anélise de Oxitest, pode-se verificar a menor estabilidade para as amostras
de oOleo contendo antioxidante Natural, a qual foi de 51 minutos (Tabela 16). As
amostras mais estaveis foram as estabilizadas com TBHQ seguidas pelas estabilizadas
com BHA+BHT, as quais tiveram o periodo de indu¢do 2,23 e 1,92 vezes mais longos
do que aquele da amostra Controle, que foi de 787 minutos. Este teste é realizado em
condicOes extremas de temperatura (90°C) e pressdo de oxigénio (6 bar) e os resultados

se relacionam a estabilidade do antioxidante e amostra em funcéo destes fatores.

Tabela 16. Periodo de inducdo (P.I.; min) das amostras de 6leo de frango estabilizadas
com diferentes antioxidantes.

Amostra Oxitest (P.I*-min.)
Controle 787
TBHQ 1514

BHA+BHT 1804
Natural 51

' Periodo de Indugo.

Houve interacdo significativa entre tratamento com antioxidante e periodo,
para a andlise de estabilidade oxidativa das amostras de racfes em estufa pelo método
de Schaal (Tabela 17). Para tanto, os tratamentos foram comparados dentro de um
mesmo periodo e procedeu-se pela realizacdo de curvas de oxidacdo com determinacao

de ponto de méaximo para cada tratamento ao longo do tempo, por meio da analise de
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regressdo quadrética (Figura 3). Pode-se verificar que o tratamento Controle e com

Antioxidante natural foi introduzido neste teste com IP mais elevado que os demais,

possivelmente proveniente do processamento. As amostras do Tratamento Controle

apresentaram maiores valores de IP a partir do 8° dia de teste e apresentaram 0 pico

estimado de 46,36 aos 12,63 dias. Todos os tratamentos apresentaram pico de IP

durante o periodo de realizacdo deste teste. Os pontos de méaximo estimados para 0s

tratamentos com BHA+BHT, Antioxidante Natural e TBHQ foram 42,80 aos 14,84

dias, 41,15 aos 20,79 dias e 42,44 aos 14,33 dias respectivamente.

Tabela 17. Shelf life em tempo de acelerado de racGes para gatos processadas com
diferentes fontes de antioxidantes.

Periodo Antioxidantes EMPL Efeitos
Controle BHA+BHT Natural TBHQ EME  Periodo Interacéo
0 13,29% 719  1354% 657°® 099 0,0000 0,0000 0,0000
4 32,20  28.19%% 16455 283“® 184
8 39,0388 31,87 3321P% 2885 12
12 48,82  41,76"° 31,75°%° 4047% 188
16 4334°B°  4308"°  4546"° 4926" 107
20 3506%“® 3813% 3838%P% 3348%% 0,66

1 - Erro padrdo da média (n=3 amostras por EME).

abe _ Médias seguidas de letras minGsculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
ABC_ Médias seguidas de letras maitisculas na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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Figura 4: Curvas de oxidacdo pelo teste de estufa de Schaal (20 dias a 60°C) das
amostras racoes processadas por extrusdao com diferentes antioxidantes.

Os teores de acido linoleico e hexanal, como ja demostrado, foram avaliados
guando a sua quantidade nas trés etapas do processo (condicionador, extrusora e
secador), nas diferentes EME. Com intuito de se observar o que acontece na presenca ou
ndo de aditivo antioxidante, foi comparado os tratamentos controle e BHA+BHT
(Tabela 18). Apesar da interacdo observada, verificou-se que o uso de BHA+BHT foi
capaz de manter maiores concentracdes de acido linoleico na saida do Condicionador
(P<0,0001) em relacdo ao Controle negativo. Na etapa da extrusdo, houve efeito
significativo (p<0,0001) da EME sobre as concentragdes do acido graxo, as quais foram
mais preservadas na EME de 9 kWh/t. A extrusdo se mostrou um processo muito
agressivo para o acido linoleico, que reduziu mais de 50% independente da EME
aplicada, mostrando a importancia da utilizacdo de antioxidantes para o processo. A
dose empregada de BHA+BHT neste estudo foi de 500 mg/kg de éleo, correspondendo

a aproximadamente 20 mg/kg de ragdo. Esta parece ter sido baixa, uma vez que apos a
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saida do condicionador as perdas de &cido linoleico neste tratamento, foram semelhantes
ao Controle, indicando que maiores doses sdo fundamentais para se proteger sua perda,
que foi de 68,9%, 76,5% e 77,4% respectivamente para as EMEs 9, 21 e 35 kWh/t. A
extensa perda de acido linoleico no processo refletiu na elevada producéo de Hexanal
observada em todas as etapas. Também de maneira semelhante, parece que 0s
antioxidantes foram capazes de proteger a gordura da produgdo de Hexanal apenas na
etapa do condicionador, sendo depois inativados e entdo a produgdo deste composto

passou a ser elevada.
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Tabela 18. Concentracio de Acido Linoleico (mg/g de gordura) e Hexnal (mg/kg de amostra na MS) em alimentos extrusados para gatos em diferentes energias mecanicas

especificas com ou sem aditivo antioxidante.

EME (kWh/t . EFEITO
Antioxidante 9 él ! 35 Media EPM!
Etapa Acido linoleico (ma/kg dé gordura) Antioxidante EME Antioxidante*EME
BHA+BHT 13,35 13,23 12,027 12,86
CONDICIONADOR Controle 8,555 6,395 7,315 7,41 0,16 0,000 0,000 0,000
Média 10,95 9,81 9,66
BHA+BHT 6,71 3,48 2,98 4,39*
EXTRUSORA Controle 5,12 2,31 2,14 3,198 0,20 0,000 0,000 0,110
Média 5,92 2,91° 2,56"
BHA+BHT 3,7 2,63 2,6 2,978
SECADOR Controle 3,33 1,99 1,77 7,097 0,12 0,000 0,000 0,101
Média 3,52 2,31° 2,19
EME (kWh/t) Media EPML EFEITO
Etapa Antioxidante S Hefjnal (makg zi amostra na MS) Antioxidante  EME Antioxidante*EME
BHA+BHT 20,995° 20,925 31,845 24,58
CONDICIONADOR Controle 35,32%0 47,39 47,617 43,44 0,27 0,000 0,000 0,000
Média 28,16 34,16 39,73
BHA+BHT 49,58 36,18"" 31,74"° 39,17
EXTRUSORA Controle 28,65 28,09 30,93 29,23 0,45 0,000 0,000 0,000
Média 39,12 32,14 31,34
BHA+BHT 41,63 15,69 27,10"° 28,14
SECADOR Controle 23,53% 23,62 15,88 21,01 0,51 0,000 0,000 0,000
Média 32,58 39,31 21,49

1 Erro padréo da média (n=6). **° - Médias seguidas de letras minGsculas na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05). “B- Médias seguidas de letras maitisculas na mesma coluna
diferem estatisticamente (P<0,05).
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Pelo teste de preferéncia, pode-se verificar que houve efeito de tratamento para
Razdo de Ingestdo (RI). Na comparagdo entre a dieta Controle e contendo blend de
BHA+BHT, pode-se verificar que as dietas com estes antioxidantes foram preferidas
(p=0,0456). Verificou-se ainda que as dietas com BHA+BHT também foram preferidas

qguando comparadas com aquelas contendo antioxidantes Naturais (Tabela 19).
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Tabela 19. Teste de preferéncia alimentar em gatos utilizando ra¢cdes extrusadas com diferentes fontes de antioxidantes.

Primeira Escolha (Olfato)?2

Primeira Escolha

Razdo de Ingestdo?

Dietas * A B Valor de p A B Valor de p RI-A Mediana Valor de p
CONTROLE x BHT/BHA 0,35 0,65 0,2636 0,40 0,60 0,5023 0,42 0,43 0,0456
CONTROLE x NATURAL 0,40 0,60 0,5023 0,30 0,70 0,1175 0,47 0,44 0,6273

TBHQ x CONTROLE 0,35 0,65 0,2636 0,45 0,55 0,8231 0,57 0,54 0,0728
TBHQ x BHT/BHA 0,40 0,60 0,5023 0,40 0,60 0,5023 0,44 0,43 0,1451
BHT/BHA x NATURAL 0,55 0,45 0,8231 0,55 0,45 0,8231 0,61 0,65 0,0195
NATURAL x TBHQ 0,20 0,80 0,0139 0,45 0,55 0,8231 0,44 0,46 0,2047

1 A versus B

2 40 observacgdes em 20 gatos em 2 dias.

3 Razdo de ingestdo A= ingestdo (g) dieta A / ingestdo total das duas dietas (g)
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4. Discussao

O nivel de energia mecanica especifica (EME) influenciou a densidade do
produto, absorcdo de gordura, textura e shelf-life de alimentos extrusados para gatos.
Para um processo como a extrusdo ha uma temperatura ideal para a complexagdo que
depende do comprimento da cadeia do acido graxo e sua alteracdo influencia no tipo de
ligacdo que esse lipideo vai formar (Bhatnagar e Hanna, 1994). Como efeito da gordura
dentro da extrusora pode-se primeiro citar a reducdo do atrito entre massa e o parafuso e
consecutivamente uma diminuicdo da temperatura da massa (Hu, 1992).

Neste experimento, verificou-se diferenca significativa entre os trés métodos
utilizados para a extracdo lipidica e as trés EME usados no processo. Houve aumento
linear na complexacdo lipidica a medida que se aumentou a EME. Resultado semelhante
foi encontrado por S& (2015) que foi pioneiro no estudo de diferentes relacGes de ETE e
EME. Este autor concluiu que os niveis de complexacdo amido-lipideo na analise de EE
para as racOes de cdes e gatos, sdo afetados pela EME, quanto maior a quantidade de
EME maior € a sua complexacdo. A diferenca encontrada na complexacdo da gordura
pelo processo também pode ser explicada pelo fato que, os valores mais altos da
temperatura no canhdo da extrusora favorecem a migracdo da gordura para fora da
massa extrusada (De Pilli, Carbone, Derossi, Fiore, & Severini, 2008; De Pilli, Jouppila,
et al., 2008).

A formacdo de complexos de amido-lipideo da ao extrusado uma estrutura
especifica que pode justificar a diferenca encontrada no teste de ruptura. Foi observado
que com diferentes EME as racdes diferiram entre a resisténcia a quebra, estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Batnagar e Hanna (1997). Existe

correlagdo muito forte entre a EME e densidade (Plattner , 2007), e pode explicar os
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resultados obtidos nesse experimento. Em um estudo que avaliou o efeito da
temperatura de extrusdo no sorgo, foi observado que os valores de resisténcia a ruptura
aumentaram com o aumento dos perfis de temperatura (Al-Rabadi et. al 2011).

Segundo Siger e Michalak (2016), investigando a estabilidade oxidativa do 6leo
de colza a temperaturas de até 180 °C verificaram que o principal fator que pode afetar
0 acido graxo é a temperatura de processamento e o tipo de 6leo, fato que justifica e foi
observado neste estudo, em que a maior perda do acido linoleico ocorreu apos a
segunda etapa, que possui temperatura mais alta e consecutivamente ocorreu a
implementacao da EME.

Lampi et al. (2015) verificaram o efeito da temperatura de extrusdo sobre a
producdo de compostos volateis da oxidacdo lipidica em aveia e verificaram que
temperaturas elevadas como 130°C, ndo sdo recomendadas em funcdo de promover alta
degradacéo lipidica no processo e também apds 0 mesmo. Os aldeidos sdo os principais
compostos formados durante a oxidacdo de acidos linoleico, gama-linolénico e
araquidénico (Shahidi, 2005). Em estudo sobre a rancidez oxidativa de cereais, foi
verificado que o inicio da formacdo de odor a rango ocorreu quando a concentracdo de
n-hexanal aumenta entre 5 e 10 mg/kg (Fritsch e Gale, 1977). No atual estudo, foi
verificado que a concentracdo de hexanal aumenta em funcdo da EME implementada no
processo e no condicionador estas concentragcdes atingiram valores proximos a 50
mg/kg, valor que indica extensiva oxidacdo lipidica da gordura quando esta esta
desprovida de antioxidante. Ao se adicionar os antioxidantes (Experimento 2), estas
concentragOes foram significativamente reduzidas (Figura 5).

Fritsch & Gale (1977) observaram ainda que nos cereais com quantidades baixas
de &cido linoleico, a concentracéo de n-hexanal est4 abaixo de 1 mg/kg, porém, durante

0 armazenamento, esses valores aumentam para 5 mg/kg de n-hexanal, indicando perdas
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significativas na estabilidade causada pela oxidagdo lipidica. Segundo os autores, a
deterioracdo é afetada nao sé pela composicdo quimica, mas também pelo contetdo de
umidade dos produtos, condi¢cdes de processamento, area superficial e outros fatores
ainda n&o determinados.

Quanto maior o grau de insaturagdo, mais propenso estd o produto de
desenvolver um odor mais forte como resultado da exposicdo ao oxigénio para formar
perdxidos. A decomposicdo de peroxidos resulta em uma mistura complexa de aldeidos,
cetonas e outros produtos volateis. Sharma et al. (2014) exploraram diferentes processos
de pré-tratamento, incluindo a extrusdo e avaliaram &cidos graxos livres, atividade da
agua e qualidade fisica do farelo mensalmente durante seis meses. Os autores
descobriram que o teor livre de &cidos graxos, a umidade e a atividade da dgua eram
estaveis durante todo o periodo para os produtos que foram obtidos no processamento
da extrusdo. Porém neste experimento, observou-se que quando avaliado o teor de acido
graxo durante as etapas do processo de extrusdo ha perda significativa, e pode ser
explicado pela diferenca de EME aplicada.

Usos de menores taxas de compressdo e maiores velocidades de rosca durante o
processo interferem favoravelmente no aumento da estabilidade no armazenamento dos
produtos extrusados (Fritsch & Gale, 1977). Porém, ndo foram encontrados estudos
controlados que avaliaram como a EME afeta a estabilidade oxidativa de racdes. Neste
estudo, foi observado que o IP variou entre as EME. Lin etal 1997, estudando
diferentes velocidades da rosca sobre o shelf-life de alimentos para cdes e gatos,
observou que os alimentos extrusados a 300 rpm apresentaram taxa de oxidacdo de
lipideos significativamente maior que as produzidas a 200 e 400 rpm. Observaram
também que a oxidacéo lipidica dos extrusados pareceu ser afetada principalmente pelo

graus de expansdo, mostrando que os produtos com maior grau de expansdo, sao mais
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susceptiveis a oxidacdo, justificando o fato de que dentre as trés energias aqui avaliadas,
a alta (35 kWh/t) foi a que mais influenciou o IP.

Em um estudo avaliando compostos volateis em racdes para cées e gatos
utilizando de trés relacdes de EME e ETE, Koppel et al (2014) verificaram que a
concentracdo total de volateis foi maior nas amostras extrusadas com a alta relacdo de
EME e ETE, porém, quando avaliou o composto de maior quantidade, o hexanal
verificaram as concentracfes de 54, 50 e 39 mg/kg para as energias alta, média e baixa
consecutivamente, e vai de acordo com os resultados encontrados neste experimento,
em que encontraram 24, 23 e 15 mg/kg para as trés energias: alta, média e baixa
respectivamente, no final da extrusora. A diferenca da concentracdo encontrada pode ser

explicada pela diferencga de formulagéo utilizada nos dois experimentos.

A rancidez oxidativa pode ser evitada utilizando antioxidantes ou evitando a
flutuacdo da temperatura durante o armazenamento, assim no experimento dois estudou-
se a estabilidade da gordura de frango e de ragOes para gatos com diferentes
antioxidantes. Em um estudo avaliando a estabilidade oxidativa do biodiesel com
origem em gordura animal, verificou que dentre os antioxidantes utilizados a ordem de
eficacia ficou BHA, BHT e TBHQ consecutivamente, contradizendo com o encontrado
neste experimento, em que o tempo real, o TBHQ se mostrou 0 mais eficaz na
conservacao da gordura de frango. O TBHQ neste estudo, também se mostrou mais
eficiente na protecdo da oxidacgéo lipidica durante o processo, visto pelas concentragdes
de hexanal e acido linoleico no condicionador. No entanto, estas analises ainda estdo em

andamento.

Silva et al 2017, avaliando a estabilidade oxidativa de bifinhos para cées,
utilizaram-se de antioxidante natural, a base de tocoferol, alecrim e &cido citrico e

sintético, BHA e BHT, verificaram que a estabilidade oxidativa dos bifinhos formulados

66



com antioxidante natural foi menor, em comparacdo com as demais. Neste experimento,
pode-se observar também que o antioxidante natural utilizado foi o que menos
preservou a gordura pelo teste de shelf-life e tempo real e também, quando submetido ao
processo termico, € possivel que este antioxidante possa ter sofrido oxidacao rapida e se
tornou um agente pro oxidante. Esta hipotese se deve ao fato de que na analise de
Oxitest, as amostras sdo submetidas a temperatura de 100°C e alta pressdo de oxigénio.
Pelos resultados obtidos, as amostras de 6leo com antioxidante natural oxidaram cerca
de 15 vezes mais rapido do que as amostras da gordura do tratamento Controle e 30
vezes mais rapido do que as amostras com antioxidantes sintéticos. Outro fato que
chama a atencdo é que o IP das ragdes estabilizadas com antioxidante Natural foi
elevado e semelhante ao das racfes sem adicdo de antioxidante no inicio da analise de
shelf-life em estufa, indicando extensiva oxidacéo lipidica ainda no processamento em
relacdo aos tratamentos com antioxidantes sintéticos, justificado pela sua menor

resisténcia ao calor que os demais.

A preferéncia alimentar de animais de estimacéo esta ligada a palatabilidade dos
alimentos processados, assim, a palatabilidade é uma preocupacdo (Griffin, 2003).
Observou-se que como ja é sabido, os gatos possuem olfato e paladar apurados e
conseguem diferir pequenas alteracdes na formulacdo ou processo, assim neste
experimento se verificou que os animais apresentaram preferéncia para os alimentos
com menor IP, que foram aqueles preservados com BHA+BHT e TBHQ, os quais
apresentavam IP inferior em relacdo ao antioxidante natural e Controle. Nao foi possivel
concluir sobre o efeito dos antioxidantes sobre a palatabilidade, uma vez que as dietas
tiveram IP diferentes e as doses utilizadas de antioxidante nas dietas foram calculadas
sobre o teor de lipideos, sendo baixa e provavelmente estes antioxidantes foram

consumidos no processo.
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5. Conclusao

Conclui-se que a EME implementada no processo de extrusdo afeta as perdas de
acidos graxos, sua complexacdo com outros nutrientes e a estabilidade oxidativa dos
lipideos. O uso de antioxidantes pode prevenir o processo oxidativo e, dentre 0s
antioxidantes, o TBHQ apresentou-se como um bom antioxidante para prevenir a
oxidacdo que ocorre no processo e também para garantir a estabilidade de gordura de
frango durante sua vida util.
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