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RESUMO

A carne de pescado possui uma constituicdo quimica peculiar que lhe confere riqueza nutricional, porém
com alto potencial de deterioracdo. Neste contexto, os beneficios nutricionais deste grupo alimentar
s6 podem ser aproveitados quando os fatores seguranca e qualidade forem garantidos, tornando-se
fundamental o emprego de ferramentas que possam agir na conten¢do dos mecanismos de deterioragéo,
como o emprego da cadeia do frio em todas as etapas do seu processamento. O presente artigo teve o
objetivo de reunir as informacdes relevantes relatadas na literatura sobre pescado, suas caracteristicas
gerais, mecanismos de deterioragdo e métodos de avaliagdo da qualidade.

Palavras-chave. pescado, deterioragio, frescor.

ABSTRACT

The seafood flesh has a peculiar chemical constitution which provides nutritional riches, but it shows
a high deteriorating potential. In this context, the nutritional benefits of this food group can be put to
good use only after guaranteeing the product safety and quality. Therefore, the use of tools for slowing the
deteriorative mechanisms down has been crucial, such as the cold chain application in all of the seafood
processing stages. This study is aimed at collecting relevant data on seafood from specific scientific literature
concerning its general characteristics, deterioration mechanisms and quality evaluation methodologies.
Keywords. seafood, deterioration, freshness.
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INTRODUCAO

O termo “pescado” designa todo alimento que
pode ser retirado de aguas oceanicas ou interiores (doces
ou salobras) e que possa servir para alimentar o homem
ou os animais. E um termo genérico, envolvendo peixes,
crustaceos, moluscos, algas, etc.'.

O consumo per capita do pescado vem
aumentando, consideravelmente, nas ultimas décadas?,
sendo que a média mundial permanece em torno de 16
quilos por pessoa ao ano®, bem acima da média no Brasil
(7 kg/pessoa/ano), onde a carne de peixes representa
apenas 5% do total de carnes consumidas no pais*. Esse
baixo indice de consumo, no Brasil, deve-se entre outros
fatores a baixa disponibilidade do pescado em grandes
quantidades®.

O pescado é uma das principais fontes de
proteina na alimentagdo humana, caracterizado por
elevada digestibilidade e alto valor biolégico, além de um
elevado teor de acidos graxos poli-insaturados, sendo um
alimento mais saudavel do ponto de vista nutritivo®.

Apesar da elevada importincia nutricional,
o pescado ¢ o alimento de origem animal com maior
probabilidade de deterioracdo, principalmente por
apresentar pH proximo a neutralidade, elevada atividade
de agua nos tecidos, alto teor de nutrientes facilmente
utilizaveis pelos micro-organismos, acentuado teor
de fosfolipidios e rdpida acdo destrutiva das enzimas
presentes nos tecidos e nas visceras do peixe”®.

A vida util dos produtos alimenticios refere-se ao
intervalo de tempo em que o produto pode ser conservado
em determinadas condi¢cbes de temperatura, umidade
relativa, luminosidade, oxigénio etc., de forma a garantir
seus atributos sensoriais e nutricionais. No entanto,
durante esse periodo ocorrem rea¢des de deterioracio
da qualidade’. No intervalo decorrido da captura até
o processamento ou comercializagdo, o pescado fica
sujeito a perdas de qualidade (fisico-quimica, sensorial e
microbioldgica) devido as condigdes de armazenamento
a bordo e a natureza da sua composi¢io, podendo
haver altera¢des nas caracteristicas quimicas, fisicas ou
microbioldgicas, que resultam em alteragdes sensoriais.
Os varios métodos de captura, tempo de arraste, areas
de pesca, resfriamento, etc. influenciam o grau de
conservagao e frescor do peixe.

O frescor é um atributo que varia continuamente
e significa que o peixe apresenta propriedades similares as
que possuia em vida ou que se passou um periodo curto

apds captural?. Entre os principais métodos de avalia¢ao
do frescor, destacam-se os sensoriais, os fisico-quimicos
e os microbiologicos. A avaliagdo sensorial é o método
mais utilizado, em virtude de baixo custo, eficiéncia e
praticidade, sendo comumente realizada no setor de
pescado e pelos servicos de inspe¢ao sanitdria.

Valor nutricional da carne de pescado

A carne de pescado constitui uma fonte de
proteinas de alto valor bioldgico, sendo em varios paises,
como os da Europa e da Asia, a proteina de origem animal
mais consumida. Com rela¢do a quantidade e a qualidade
das proteinas do pescado, o teor é sempre alto, variando
entre 15% a 25%"".

O pescado apresenta todos os aminodacidos
essenciais e tem elevado teor de lisina, um aminoacido
iniciador do processo digestivo e necessario na dieta
brasileira a base de arroz. A digestibilidade é alta, acima de
95%, conforme a espécie, e superior a das carnesem geralea
do leite, devido @ minima quantidade de tecido conjuntivo.
O valor bioldgico ¢ préximo de 100, determinado pela alta
absor¢do dos aminoacidos essenciais'2.

Os musculos do pescado sdo constituidos por
varios grupos de proteinas: as que formam a fragdo
sarcoplasmatica, desempenhando fung¢des bioquimicas
nas células; as proteinas miofibrilares do sistema
contratil; e as proteinas dos tecidos conjuntivos,
responsaveis principalmente pela integridade dos
musculos'>. O musculo do peixe é funcionalmente
similar ao dos mamiferos, mas ha diferengas importantes
quanto ao comprimento das fibras musculares (mais
curtas nos peixes) e a insercao das fibras no miocomata,
que correspondem a tabiques de tecido conjuntivo que
separam fibras musculares longitudinais®.

Neste grupo alimentar, o nivel de colesterol,
em geral, é baixo. Além disso, o pescado possui
elevado teor de acidos graxos poli-insaturados, que
possuem efeito cardioprotetor, reduzindo os riscos
de doengas coronarianas. Os efeitos cardioprotetores
dos acidos graxos poli-insaturados do grupo 6mega-3
podem ser atribuidos a multiplos efeitos fisiologicos
dos lipidios, como na pressao sanguinea, na fungio
vascular e na manutengdo da eurritmia cardioldgica’.
Em estudo realizado na Itdlia, em 2002, concluiu-se
que o suplemento diario de 1 g de acidos graxos poli-
insaturados w-3, encontrados no 6leo de peixe, reduziu
significativamente o risco de morte subita em pessoas
convalescentes de ataques cardiacos''.
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Os peixes de agua salgada sdo ricos em minerais,
como iodo e cdlcio, possuindo uma concentragido de
calcio quatro vezes maior que carnes bovinas®.

Qualidade do pescado versus riscos a saude publica

A seguranca e a qualidade dos produtos
alimentares sdo tdpicos importantes da atualidade, o
que é evidenciado pelo crescente nimero de leis que
exigem a qualidade dos alimentos nas varias etapas da
cadeia de producéo. A qualidade dos produtos da pesca e
aquicultura é, em grande parte, determinada pelo grau de
frescor'. Efetivamente, os produtos da pesca sdo muito
pereciveis em comparagdo com outros de origem animal,
devido nao sé as suas caracteristicas intrinsecas, mas
também ao habitat natural. Assim, a presenca de elevada
quantidade de agua, o tipo de proteinas e o baixo teor
de tecido conjuntivo, bem como a natureza psicrofila
da flora bacteriana, determinam a ocorréncia de um
conjunto de alteragcdes que rapidamente contribuem para
sua desvalorizagao ou rejeicao'.

Principais riscos a saide humana

As doengas transmitidas por alimentos
representam um importante problema de satide publica,
por acometerem milhdes de pessoas em todo o mundo'®.
Gongalves'” ressalta a importancia da analise de risco
no setor pesqueiro, destacando, nas etapas que vao
do processamento a comercializagdo, os patdgenos
emergentes como os principais contribuintes para as
doengas carreadas pelos alimentos atualmente. Além
disso, enfatiza o risco microbiolégico como um dos
itens mais avaliados pela industria de processamento do
pescadovisando asegurancaalimentar. Entre os principais
patogenos associados ao pescado que emergiram nos
ultimos vinte anos, citam-se: Campylobacter jejuni,
Escherichia coli 0157H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus,
Yersinia enterocolitica, Norwalk-like virus, Rotavirus,
Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia.

Outro importante aspecto associado a qualidade
do pescado é o risco de intoxica¢do por histamina, que
¢ uma amina ndo volatil que pode ser produzida em
algumas espécies de pescado a partir da histidina livre.
Os peixes sao um dos raros animais que acumulam
histidina livre nos fluidos musculares. A descarboxilacao
da histidina por enzimas bacterianas resulta em formagao
de histamina'®"®. Veciana-Nogues et al.* ressaltam que
o conteudo de histamina em pescado recém-capturado

¢ muito baixo, enfatizando que seu aumento estd
relacionado a contaminag¢do dos peixes apos a captura,
processo de deterioracdo, manipulacio inadequada do
produto em temperaturas altas de estocagem e condi¢des
precarias de higiene.

Além dos riscos associados aos micro-organismos
patogénicos, merecem destaque pelaimportanciaem saude
publica os endoparasitas e as biotoxinas''. Os peixes sdo
passivos de infeccdo por numerosas espécies de parasitas
protozoarios e metazoarios que podem ser encontrados
na superficie do corpo ou nos 6rgaos internos*.

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas
para Agricultura e Alimentagao (FAO), a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) e outras organizagdes
relacionadas a saude, as ictioparasitoses sao patologias
emergentes que mostram uma tendéncia de crescimento
alarmante em nivel global e que constituem uma
preocupacdo que justifica a necessidade de se
estabelecerem mecanismos de luta visando o seu
controle??. Sdo endoparasitoses relevantes em saude
publica a Phagicola longa e os nematoides da familia
Anisakidae, que possui identificacio mais recente
que a primeira'. Segundo Pereira et al.”’, vermes da
familia Anisakidae sdo nematoides parasitas do aparelho
gastrico de mamiferos marinhos, como focas, baleias e
golfinhos. As larvas desses parasitas sio encontradas
frequentemente em carne de salmao, bacalhau, arenque,
atum, hadoque e linguado (hospedeiros intermediarios).
A infec¢ao humana resulta do habito do homem de se
alimentar com peixes crus, cozidos de forma insuficiente,
congelados, salgados ou defumados, contendo larvas
infectantes vivas do nematoide. As espécies mais
comumente envolvidas na infeccdo humana sio Anisakis
simplex e Pseudoterranova decipiens.

Deteriorac¢ao do pescado

Entre os produtos de origem animal, o pescado
representa o mais susceptivel ao processo de deterioragao.
Issosedeveaassociagdo de fatoresintrinsecos e extrinsecos.
Entre os fatores intrinsecos, apresentam maior relevancia:
a elevada atividade de agua dos tecidos, o teor elevado
de nutrientes que podem facilmente ser utilizados pelos
micro-organismos, a rapida acao destrutiva das enzimas
naturais presentes nos tecidos, a alta taxa de atividade
metabolica da microbiota, a grande quantidade de lipideos
insaturados e pH proximos a neutralidade*.

A manipulagdio do pescado, desde a captura
ao processamento/comercializacio, é fundamental na
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garantia da qualidade dos mesmos, determinando a
intensidade com que se desenvolvem as alteracdes, que
obedecem a trés causas principais: enzimatica, oxidativa
e bacteriana®. A rapidez com que se desenvolvem cada
uma dessas alteracdes depende de como foram aplicados
os principios basicos da conservacio, assim como da
espécie e dos métodos de captura®.

Manipulagao do pescado

Os métodos de captura aos quais o pescado é
submetido influenciam na sua qualidade. Se o pescado se
debate tentando se libertar das redes de pesca ou morre
em agonia nos barcos pesqueiros, ocorre o esgotamento
de suas reservas de energia (glicogénio), ocasionando
um rigor mortis mais rapido e, consequentemente, uma
deterioracdo mais acelerada e intensa; portanto, quanto
mais glicogénio ¢ armazenado, maior ¢ o tempo de vida
util do produto.

O pescado comeca a alterar-se imediatamente
apos a captura. Por essa razao, a manipulagao cuidadosa é
fundamental, o que implica cumprir trés principios gerais:
resfriar imediatamente, evitar abusos de temperatura
e manter elevado o grau de limpeza tanto na cobertura
como no pordo do barco. O resfriamento é a operacao
mais critica na manipulacdo do pescado a bordo®.
A utilizagdo de gelo de forma adequada e na devida
propor¢do ¢ a forma mais comum?®. O pescado fresco
deve ser mantido o mais proximo possivel do ponto de
congelamento, com a temperatura proxima a 0 °C¥.

O gelo utilizado na conservagdo do pescado
em escamas ou picado de barras deve ser produzido a
partir de agua potavel e ter boa procedéncia e qualidade
principalmente quanto ao padrao microbioldgico, pois,
apesar de o gelo ndo ser um bom meio de cultivo para
bactérias, devido a falta de nutrientes, 0 mesmo podera
funcionar como veiculo de transporte ao pescado®.

A evisceragao e a lavagem constituem outras
operagdes que exigem cuidados durante a manipulagao®.

Rigor mortis ou rigidez cadavérica

Rigor mortis significa o enrijecimento do musculo
como resultado do esgotamento de trifosfato de adenosina
(ATP). Apds a morte do pescado, os compostos organicos
da carne se hidrolisam. O glicogénio é o composto que
se hidrolisa mais rapidamente, provocando acumulo de
acido latico no musculo e reduzindo o pH?.

Este evento é resultado de reagdes bioquimicas
complexas no musculo, ocorrendo do seguinte modo:

apo6s a morte do peixe por asfixia, cessa a entrada de O,,
e os produtos metabdlicos ndo oxidados no sangue e nos
musculos paralisam osistemanervoso. Ocorremahiperemia
e aliberacdo de muco. Neste momento, o peixe estd em pré-
rigor, fase que dura de 1 a 2 horas, tendo o glicogénio como
fonte de energia e o ATP combinado com a miosina, o que
confere ao peixe uma carne branda com pH médio de 7,0.
O ATP presente (2.200 pg de trifosfato de adenosina/g de
peixe) é usado para liberar energia, transformando-se em
ADP (adenosina difosfato). Em seguida, ha redugao total
do ATP. E liberada a miosina que estava combinada com o
ATP. Aparece o acido lactico (3.300 pg/g) formado a partir
da degradacao do glicogénio. Este é o ponto de passagem
do pré-rigor para o rigor mortis®.

A recuperagdo do rigor mortis ocorre quando o
musculo se relaxa novamente e recupera a flexibilidade,
porém ndo a elasticidade caracteristica da fase pré-rigor.
A proporgao entre o comego e a resolugio do rigor
varia segundo a espécie e é afetada por temperatura,
manipulagdo, tamanho e condigdes fisicas do pescado”.
Ao terminar essa fase, tém inicio as fases de deterioracao
autolise e bacteriana.

Autdlise

Segundo Beirao et al.?, autdlise é o processo de
hidroélise de proteinas e gorduras que constituem a carne
do pescado devido a agdo das enzimas proteoliticas e
lipoliticas. Huss? ressalta que as alteracdes autoliticas
sdo responsaveis pela perda inicial da qualidade do peixe
fresco, mas contribuem muito pouco para a deterioracao
do peixe refrigerado e de outros produtos da pesca. Porém
o rapido desenvolvimento de cheiros desagradaveis e o
aparecimento de manchas devido a acdo das enzimas
digestivas em alguns peixes ndo eviscerados constituem
excegoes.

Franco e Landgraf®® descrevem a autdlise como o
processo decorrente de duas agdes principais:

» Acao dos sucos digestivos: esses sucos possuem
natureza acida e muitas enzimas proteoliticas
atravessam a parede intestinal ap6s a morte do
pescado, indo atuar sobre os tecidos musculares,
provocando sua decomposi¢do e facilitando a
disseminacdo de micro-organismos do trato
gastrointestinal. Essas enzimas também atacam e
perfuram as visceras, acelerando a deterioracéo.

o Acao das enzimas dos tecidos: levam ao
amolecimento e a desintegracao da carne,
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facilitando a disseminagdo dos micro-organismos
contaminantes.

Decomposi¢io bacteriana

Odesenvolvimentobacterianoéumdos principais
fatores que levam a deterioragdo do pescado. A grande
maioria das bactérias apresenta atividades proteoliticas e
lipoliticas, contribuindo para a desintegragao dos tecidos,
levando a uma série de reagdes bioquimicas indesejaveis,
com subsequentes formagdo e acumulo de substancias de
odor desagradavel, repugnantes e toxicas’'.

Vieira e Saker-Sampaio® ressaltam que agdo
microbiana no pds-mortem se deve a auséncia de defesas
naturais contra a penetracio de micro-organismos na
carne, o que existia enquanto musculo. A microbiota
bacteriana de deterioragdo do pescado consiste de
bastonetes gram-negativos nao esporulados, onde os
principais micro-organismos associados a deterioragdo
do mesmo sdo os pertencentes aos géneros: Pseudomonas,
Acetinobacter, Moraxella, Flavobacterium. Estes sao
influenciados pela natureza do ambiente aquatico, onde
a temperatura é um dos fatores seletivos®. Além desses,
os coliformes frequentemente podem estar relacionados
a contaminacdo e a deterioragdo dos alimentos. Os peixes
frescos resfriados sdo invariavelmente deteriorados
por bactérias, enquanto os peixes salgados e secos tém
tendéncia maior a serem deteriorados por fungos. Muitas
bactérias deteriorantes possuem um bom crescimento
entre 0 e 1 °C*.

A deterioragao de peixes de agua doce e salgada
ocorre de forma semelhante, sendo que a principal
diferenca é a presenca de uma flora de agua salgada para
os peixes marinhos e as diferentes composicdes quimicas
dos constituintes de nitrogénio nao proteico dos peixes.

A parte mais suscetivel a acdo bacteriana é a
regiao das branquias. Os primeiros sinais de deterioragao
podem ser notados quando estas estruturas comegarem
a exalar odor desagradavel. Apos, se o pescado ndo for
eviscerado imediatamente, as bactérias do intestino vao
logo para as paredes e cavidades intestinais®. Outras
regides suscetiveis a intensa deterioragdo bacteriana
sdo os intestinos e o limo superficial. No musculo, as
substancias nitrogenadas nao proteicas sao as primeiras
a serem atacadas pela acdo bacteriana, e posteriormente
ocorre o consumo de proteinas e a formagdo de odor
desagradavel®.

No inicio, o peixe fresco possui flora, cor e textura
caracteristicas, com predominédncia de Flavobacteria. Ja

quando em refrigeracao, Pseudomonas multiplicam-se
facilmente, mesmo a 0 °C. Ap6s 9-10 dias de estocagem,
registram-se populagoes de 10’-10®° UFC/g, e, em 10-12
dias, 60-90% da populagdo é de Pseudomonas. O restante
corresponde a Acromobacter e Flavobacterium®.

O processo e a natureza da decomposi¢do
bacteriana dependem da composi¢do da microbiota, da
oxidagdo aerdbia ou de processos de reducio aerdbia. Os
principais produtos finais da decomposigdo bacteriana
sdo: substancias inorganicas, hidrogénio, CO,, amoniaco,
compostos sufurados, H.,S e mercaptanos; dcidos graxos
de cadeia curta (acético, propionico, valérico, lactico,
succinico), acidos aromaticos (benzoico, fenil propidnico
e seus sais amoniacais), bases organicas, incluindo as
mais simples monoaminas (metilamina, dimetilamina
e trimetilamina), monoaminas ciclicas (histamina e
feniltilamina) e diaminas (putrescina e cadaverina).
As principais alteragbes nos compostos nitrogenados
nio proteicos sdo: reducdo do 6xido de trimetilamina
(OTMA) a trimetilamina (TMA), descarboxilacdo da
histidina em histamina e decomposi¢do da ureia com
liberagdo de amonia®.

Oxidagao lipidica

A oxidagdo de lipidios ocorre quando elétrons
sao removidos de um atomo ou um grupo de dtomos, ou
seja, da-se pela perda de elétrons durante a transferéncia
destes de uma substancia a outra, um de cada vez ou em
pares. Essa reacdo é causada pelo oxigénio atmosférico,
menos frequentemente por ozonio, peroxido, metais
e outros agentes oxidantes. A oxidagdo lipidica leva a
formac¢do de radicais livres, promovendo alteracdes
de diversas propriedades, principalmente as sensoriais
(sabor, aroma, textura e cor)*.

A velocidade da reacio de oxidacdo depende do
grau de insaturagao na molécula do acido graxo. Quanto
maior é o grau de insaturagao, maior ¢é a suscetibilidade a
oxidagao. O elevado grau de insaturagao das gorduras do
pescado o torna bastante suscetivel a oxidagdo, tornando
o produto ranc¢oso. Isso acarreta alteracdes ndo apenas
no sabor, mas também pode apresentar riscos associados
a formacdo de peroxidos resultantes da degradagao. A
rancificagdo produz um cheiro forte e um sabor acre>*.

Métodos de avaliagio da qualidade do pescado
Segundo Gongalves®, a complexidade do processo

de decomposicdo do pescado torna impossivel o uso de

apenas um método para avaliar sua qualidade. Portanto, é
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mais viavel e segura a utilizacdo de métodos combinados.
Geralmente, combinam-se um método sensorial
(subjetivo) e um método nao sensorial (objetivo). Os
métodos sensoriais sdo muito antigos, porém muito
utilizados. Entre os métodos nido sensoriais, destacam-se
os fisicos (pH, tensdo das fibras musculares, propriedades
elétricas, dureza do musculo, viscosidade do suco
extraido da carne, entre outros), os quimicos (nitrogénio
das bases volateis totais, nitrogénio de trimetilamina,
hipoxantina, histamina, valor de K, aminas, aminodacidos
livres, H,S, etc.) e os microbioldgicos.

Métodos fisico-quimicos

Os métodos fisico-quimicos sdo utilizados para
quantificar a forma¢ao de compostos de degradagao no
pescado. Varias sdo as determinagdes que podem avaliar
o grau de conservagao do pescado, como a medic¢ao do
pH, a de bases volateis totais (BVT) e a de histamina por
espectrofluorimetria, além da reagio de Eber para gés
sulfidrico®.

Os métodos utilizados devem seguir legislacoes
oficiais. No Brasil, os métodos analiticos oficiais sdo
estabelecidos pela Instrucdo Normativa n. 25, de 2 de
junho de 2011, segundo a qual amostras encaminhadas a
provas fisico-quimicas deverdo estar separadas daquelas
enviadas a analises microbioldgicas™®.

Quanto ao pH, a legislacdo brasileira estabelece
valores maximos de 6,5 e 6,8 para as musculaturas interna
e externa dos peixes, respectivamente®*. Segundo
Ogawa e Maia’, o pH ndo ¢ um indice seguro para avaliar
o estado de frescor do peixe, e por isso seu uso geralmente
é restrito por variar de amostra para amostra.

As bases volateis totais representam o conjunto
das bases nitrogenadas, como amonia, trimetilamina,
dimetilamina, monometilamina, putrescina, cadaveriana
e espermidina, normalmente presentes em pescado que
deteriora. Segundo Jesus et al.*!, o nitrogénio das BVT
tem sido utilizado para estimar objetivamente a qualidade
do pescado (grau de frescor), esperando que, a medida
que as contagens microbianas sejam mais elevadas, seus
valores aumentem, ultrapassando o limite estabelecido
pelo MAPA - 30 mg/100 g de musculo®.

Muitos autores citam a analise de N-BVT como
o principal método objetivo de andlise de frescor em
pescado. Fontes et al.*?, ao avaliarem o estado de frescor
e a qualidade higiénica do pescado vendido em uma
cidade do interior de Portugal, elegeram a analise de
N-BVT como o método objetivo sempre que surgiam

duavidas relativas ao grau de frescor do pescado. Nesta
pesquisa, o pescado proprio para consumo apresentou
valores que variaram entre os 20,60 e 27,36 mg/100g. Em
contrapartida, outros estudos mostram que os limites
de 30 mg/100 g ndo sao adequados para todos os tipos
de peixe, pois algumas espécies apresentam niveis de
N-BVT acima do padrdo permitido, mas demonstram
estar em condi¢des microbioldgicas e sensoriais
favoraveis ao consumo. Da mesma forma, outros tipos de
peixes, mesmo contendo niveis de N-BVT compativeis
com a legislagdo, oferecem condigdes desfavoraveis ao
consumo®. Por esta razao, muitas pesquisas recentes tém
criticado a utilizagdo da andlise de N-BVT como critério
unico para avaliar o frescor desses produtos. Howgate*,
em uma revisdo critica sobre a utilizacdo da analise de
N-BVT como parametro para avaliar o frescor, cita que
os teores de N-BVT sdo muitos variaveis até mesmo em
peixes da mesma espécie, devido a fatores bioldgicos,
época do ano e habitat.

A histamina ¢ uma amina primaria formada a
partir da descarboxilagido por meio da enzima histidina-
descarboxilase. Essa reacdo pode ser acelerada por
bactérias como Proteus morgagnii e Proteus vulgaris
e outras bactérias mesdfilas, e por isso a medicdo da
histamina torna-se um importante método de avalia¢ao
da qualidade do pescado®. Segundo a legislagdo
brasileira, o nivel maximo permitido de histamina
no musculo de pescado é de 100 ppm nas espécies
pertencentes as familias Scombridae, Scombresocidae,
Clupeidae, Coryyphaenidae e Pomatomidae®.

A reagdo de Eber para gas sulfidrico ¢ indicada
para avaliar o estado de conservac¢do do pescado fresco
e de produtos relacionados em geral, como o pescado
curado. E utilizada para avaliar o frescor em pescados
porque a decomposi¢ao bacteriana no musculo do
animal libera enxofre, que em meio acido se transforma
em gas sulfidrico. Fundamenta-se na combinagao do gés
sulfidrico com solugdo de acetato de chumbo, produzindo
enegrecimento do papel de filtro previamente tratado
com a referida solugdo-reagente. Esta prova nao se aplica
no caso de produtos condimentados e em conservas de
pescado que foram processadas em alta temperatura e
baixa pressdo, pois pode resultar em falso positivo?.

Métodos microbioldgicos

A avaliagdo microbioldgica de alimentos é usada
na avalia¢ao retrospectiva da qualidade microbiologica
ou para avaliar a “seguran¢a” presumivel dos alimentos.
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Testes microbioldgicos possuem limitagdes como opgao
de controle de qualidade do pescado, que se referem ao
tempo, ja que os resultados ficam disponiveis varios dias
apos o teste, e as dificuldades relacionadas a amostragem,
métodos analiticos e uso de micro-organismos
indicadores”.

No Brasil, a Resolugdo RDC n. 12/2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) define
os padroes microbiologicos para alimentos expostos
a venda e exportacdo. As bactérias sobre as quais a
legislacdo estabelece limites quase sempre nao alteram
a aparéncia do pescado, entretanto a limitacido decorre
da patogenicidade ao homem, e ndo por deteriorarem o
produto. As salmonelas e as escherichias sdo redutoras
de OTMA; e as primeiras, em pequeno numero, ja sio
capazes de causar danos a saide do consumidor, bem
antes de causarem alteracdes de odor (odor amoniacal),
razao pela qual se investiga apenas sua presenca em 25 g
do alimento®*.

A seguranca do pescado quanto ao padrao
microbioldgico é de suma importancia, visto que as
doengas transmitidas por alimentos tém sempre ocorrido
em decorréncia da falta de cuidados e de controle desde
a aquisicio da matéria-prima até a manipulagio e o
processamento®’.

No pescado, a qualidade sanitaria da agua de
onde os animais sdo retirados constitui o ponto-chave
para a obten¢do de um produto final de boa qualidade
microbiolégica. Germano e Germano'' afirmam que o
pescado pode ser veiculador de uma gama enorme de
micro-organismos patogénicos para o homem, a maior
parte deles decorrente da contamina¢do ambiental. O
langamento de esgotos nas aguas de reservatorios, lagos
e rios e no proprio mar é a causa poluidora mais comum
registrada no mundo inteiro. No caso particular da pesca
maritima, a captura em aguas costeiras oferece mais
riscos do que a realizada em alto-mar.

Além da agua, os micro-organismos podem ser
adquiridos nas varias etapas do processamento, como o
descasque, a descamagio, a evisceragdo, 0 empanamento
e outros™.

Dentre os micro-organismos mais importantes,
destacam-se os pertencentes ao género Vibrio. V.
parahaemolyticus é usual na agua do mar, principalmente
no nivel das regides costeiras, e pode estar associado
a processos infecciosos do pescado, afetando em
particular as criagdes de camardo marinho. No homem,
causa gastroenterite aguda, caracterizada por quadro

disentérico, principalmente ap6s o consumo de peixe in
natura, mariscos, camardes e ostras. V. cholerae, de origem
humana, pode ser adquirido pelo consumo de pescado e
causar cllera. Além desse género, outros importantes sdo
Salmonella, Streptococcus, Shigella e Sthaphylococcus™.

Métodos sensoriais

Segundo Oetterer®, peixe “fresco” ¢ definido
como aquele que possui caracteristicas sensoriais bem
definidas, que proporcionam maior aceitagdo pelo
consumidor.

A percepgao sensorial é o método mais antigo e
confidvel para a avaliagdo do frescor do pescado, sendo
largamente empregado na rotina da industria de pescado
devido a necessidade por rapidez no julgamento de lotes
de matéria-prima e do produto acabado, bem como pela
facilidade de execuc¢io’.

A andlise sensorial é utilizada para avaliar o
frescor dos alimentos, como o pescado, levando em
conta aspectos sensoriais como colora¢do e aparéncia®.
Como as altera¢oes que mais caracterizam a deterioracéo
em peixes estdo relacionadas principalmente a alteracdes
sensoriais, a analise sensorial é o principal método de
avalia¢do do frescor em peixes.

A avaliagdo sensorial é considerada satisfatoria
na avaliacido da qualidade de peixes, apresentando
vantagens adicionais como rapidez, baixo custo, ndo ser
destrutiva e estar relacionada aos critérios de aceita¢ao
adotados pelos consumidores®.

A inspegdo sanitdria do pescado, realizada
conforme a legislacdo brasileira em vigor, baseia-se,
principalmente, em observagdes sensoriais, privilegiando
a visdo, o tato e o olfato e verificando a apresentacio, o
aspecto, a consisténcia, a resisténcia e o odor ou cheiro™.
Esta pratica permite a liberagdo para o comércio varejista
ou a industria alimenticia somente de pescados em boas
condi¢des higiénico-sanitarias. No entanto, assim que
o pescado é liberado, forma-se uma extensa cadeia de
comercializacdo, que propicia o desenvolvimento de
contaminag¢des microbioldgicas.

Segundo o RIISPOA®, o pescado fresco
proprio para consumo devera apresentar as seguintes
caracteristicas sensoriais:

o Superficie do corpo limpa, com relativo brilho
metalico;

o Olhos transparentes, brilhantes e
ocupando completamente as Orbitas;

salientes,
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o Guelras rdseas ou vermelhas, imidas e brilhantes,
com odor natural, proprio e suave;

o Ventre roli¢o, ndo deixando impressao duradoura
a pressdo dos dedos;

o Escamas brilhantes, bem aderentes a pele, e
nadadeiras apresentando certa resisténcia aos
movimentos provocados. Nao devem ser viscosas.

« Carne firme, consisténcia elastica, de cor propria
da espécie;

o Visceras integras, perfeitamente diferenciadas;

« Anus fechado;

o Cheiros especificos, lembrando o das plantas
marinhas.

Na Uniao Europeia, foi proposto o Regulamento
Comunitario n. 2.406/96, de 26 de novembro de
1996, que inclui esquemas de avaliagio do grau de
frescor para alguns grupos de peixes (brancos, azuis e
elasmobranquios), cefalopodes e crustaceos e que se
destinam a serem usados tanto pela industria como pelos
servicos de inspe¢ao®.

Alteragdes na qualidade sensorial devido a:

10 4
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w84
a
g
= Atividade bacteriana
5
S Nivel de
o 41 : rejeicdo
3] e e e e sereeaes
S
8
Z 2qFasel Fase 2 Fase 3 i Fase4
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Figura 1. Evolucéo tipica da anélise sensorial de pescado, obtida por
meio de métodos usuais. Adaptado™

Entre os métodos de andlise sensorial com
pescado, o método do indice de qualidade (MIQ) destaca-
se por ser especifico para cada espécie, 0 que o torna mais
fidedigno, e por isso vem sendo bastante estudado nas
ultimas décadas.

Método do Indice de Qualidade

O método do indice de qualidade (MIQ) ¢é
uma avaliacdo sensorial que procura ultrapassar as
dificuldades surgidas na aplicagao das tabelas da Uniao

Europeia mencionadas anteriormente. Este método, que
ultimamente tem merecido grande aten¢ao por parte da
industria de processamento e do setor da comercializagio,
inspecao e investigacdo, foi desenvolvido em meados
de 1980 na Tasmanian Food Research Unit*>*. O
MIQ foi desenvolvido, inicialmente, para peixe inteiro
armazenado em refrigeracdo e, hoje, tem sido aplicado,
entre outros produtos, em filé e peixe congelado’s.

Segundo Martinsdéttir et al.’*, o MIQ possui
algumas vantagens unicas, como:

o 0o provador deve avaliar todos os pardmetros
incluidos no esquema, nao podendo escolher os
parametros mais importantes;

« é um método objetivo e mais pratico que outros;

o a informagdo pode ser usada na gestio de
produgdo, uma vez que ha uma relagdo linear entre
indice de qualidade e o tempo de armazenagem
em gelo (Figura 2);

o possui uma concepg¢iao que permite o treino facil
de pessoas inexperientes na avaliacao sensorial de
pescado;

o« ¢ um método adaptado tanto para treinar
provadores quanto para monitorizar seu
desempenho.

Indice de Qualidade = 1,02 x dias em gelo + 1,69

y=1,6903214286 + 1,0238214286 x
(r? = 0,9793404054)

Ot ooooessccssssnss

Indice de Qualidade (Q)

0 éida util estimada (7 dias)
= T T T
3 6 9 12 15 18 21
Dias em gelo

Vida util remanescente (14 dias)

Figura 2. Curva obtida no desenvolvimento do MIQ para a carapeba
(Eucinostomus gula)*

Consiste em um sistema de gradagao para estimar
o frescor e a qualidade dos pescados, e tem se mostrado
rapido e eficiente para muitas espécies de peixes®. Baseia-
se na avaliacio dos atributos sensoriais considerados
significativos (aspecto e/ou textura da pele, aspecto dos
olhos, aspecto e odor das branquias/guelras, etc.) por meio
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de um sistema de classificagdo por pontos de demérito (de
0 a 3). A soma dessas classificagoes quantifica a falta de
qualidade sensorial até um valor maximo, especifico de
cada espécie ou género, que corresponde a total falta de
qualidade — improprio/rejeitado para consumo humano
- e que se obtém a partir da andlise sensorial de pescado
realizada por um painel de provadores treinados™.

O peixe no momento da captura tem pontuagio
zero, ou proxima a zero. Conforme vai se deteriorando,
os atributos adquirem pontuagoes mais elevadas,
acumulando pontos de demérito, cujo valor maximo
varia de acordo com o protocolo desenvolvido para a
espécie estudada®’.

O MIQ (ou QIM, em inglés) vem sendo adaptado
para varias espécies, como o bacalhau inteiro fresco
(Gadus morhua®®), dourada (Sparus aurata®®) e carapeba
(Eucinostomus gula®), entre outras.

CONSIDERACOES FINAIS

A carne de pescado constitui uma excelente fonte
de proteinas, possuindo todos os aminoacidos essenciais
ao homem, além de ser rica em acidos graxos poli-
insaturados do grupo 6mega-3 e possuir um baixo teor
de colesterol. Porém é um alimento com alto potencial
de deterioragdo, exigindo cuidados em toda a cadeia
produtiva, relacionados principalmente a refrigeragdo e a
manipulagdo que evitam alteracdes no frescor.

O consumo da carne de pescado submetida a
manipulagido inadequada pode causar riscos a satude
publica.

Existem varios métodos de se inspecionar
a qualidade do pescado, destacando-se os métodos
sensoriais, devido a eficiéncia, praticidade e baixo
custo. O MIQ é o método sensorial que vem sendo
adotado pelos estudiosos da drea de pescado nas ultimas
décadas. Por ser um método especifico, é necessario o
desenvolvimento de esquemas para cada espécie.
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RESUMO

Este estudo investigou os dispositivos legais que regulamentam a comercializagdo de alimentos e bebidas
em escolas do Brasil. Como critério para a busca, utilizou-se o levantamento em sites populares de
busca eletronica, incluindo dispositivos publicados no Brasil nos dltimos dez anos (periodo de 2001
a 2010). Foram identificadas 19 regulamenta¢des que dispdem sobre os itens a serem comercializados
nas escolas brasileiras. Dentre essas, dez referem-se a regulamentos municipais; uma, aos municipios
da regidao metropolitana da Grande Sdo Paulo; uma, ao Distrito Federal; e sete versam sobre diferentes
estados brasileiros. Todos os dispositivos relacionam itens com proibicdo de comercializagdo; 44%
deles apresentam opgdes de alimentos permitidos e vedam a divulga¢do de propagandas dos alimentos
proibidos no ambiente escolar; 50% referem a obrigatoriedade de divulgacdo de material informativo
sobre alimentac¢do e nutrigdo. Os dispositivos legais objetivam auxiliar a escola na formagdo de habitos
alimentares saudaveis e na prevencio da obesidade. Todavia, a eficdcia dessas regulamentag¢des precisa ser
monitorada para que os objetivos propostos possam ser alcancados. Considerando-se a fung¢do pedagdgica
da alimentacéo escolar, sio fundamentais acdes bem estruturadas que promovam a adogio de praticas
alimentares saudéveis.

Palavras-chave. servigos de alimentagao, alimentagdo escolar, legislacdo de alimentos.

ABSTRACT

The legal instruments which regulate the commercialization of food and drink at Brazilian schools
were investigated. The study was performed through popular electronic search engines, including legal
instruments published in Brazil in the last ten years (from 2001 to 2010). Nineteen regulations were
identified with lists of items to be sold at Brazilian schools. Ten of those refer to municipal regulations;
one refers to the municipalities of the metropolitan area of Greater Sdo Paulo; one to the Federal District;
and seven to different Brazilian states. All legal instruments list items which cannot be sold; 44% of them
list permitted food options and restrain any advertising on the prohibited food in the school environment;
50% refer to the mandatory inclusion of informational material about food and nutrition. The legal
instruments aim to assist the school for encouraging healthy eating habits and for preventing obesity.
Nevertheless, the efficiency of these regulations needs to be monitored so that the proposed objectives
might be complied. Considering the pedagogical duty of school food, a well-planned action to promote
the adoption of healthy eating habits is crucial.

Keywords. food service, school feeding, commercialized food, food legislation.
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INTRODUCAO

Os locais que comercializam alimentos e
bebidas na escola, como as cantinas escolares, tém
sido reconhecidos como espacos fundamentais
para a promogdo da alimentagdo escolar saudavel“”
A preocupacio com a obesidade infantil e suas
consequéncias incentivou, notoriamente a partir de 2001,
a instituicao de dispositivos legais para regulamentar os
alimentos comercializados nas unidades escolares em
diversos municipios e estados brasileiros**.

A Coordenacdo Geral de Alimentagdo e Nutricdo
(CGAN), o6rgao do Ministério da Saude responsavel
pela condugao da Politica de Alimentagdo e Nutrigdo
(PNAN) no pais, tem implementado ag¢des prioritarias
para favorecer a alimenta¢do saudavel nas escolas,
dentre as quais se destaca a restri¢do a comercializacao
de alimentos e preparagdes com altos teores de gorduras
saturada e trans, acucar livre e sal°.

Visando auxiliar na promoc¢io de habitos
alimentares no ambiente escolar, o Ministério da
Satde langcou em 2007 o material Regulamentagdo
da comercializagdo de alimentos em escolas do Brasil:
experiéncias estaduais e municipais, em que sintetiza as
legislacdes e projetos de leis vigentes na época e aborda
as dificuldades de implementagdo das normativas,
apresentando algumas sugestoes que podem ser adotadas
em uma possivel lei de abrangéncia nacional’.

Com o objetivo de verificar se a Lei de
Regulamentag¢ao das Cantinas do Estado de Santa Catarina
(Lei n. 12.061/2001)° estava sendo cumprida, Gabriel et
al.* realizaram diagnoéstico sobre o funcionamento de 156
cantinas em oito municipios polos do Estado e verificaram
que 68% das cantinas nao comercializavam salgados fritos,
refrigerantes, pipocas industrializadas, balas, pirulitos,
gomas de mascar e salgadinhos industrializados. Os
itens que apresentaram maior dificuldade de adequagéo
a lei foram os sucos artificiais (comercializados por 67%
dos estabelecimentos) e a comercializagdo didria de
duas frutas (83% ndo comercializavam frutas). Muitas
cantinas disponibilizavam itens considerados de baixo
valor nutricional, como pizzas (73%), bolos/tortas (65%)
e doces (48%)*°.

Tendo em vista a necessidade de diretrizes
nacionais para orientar os proprietirios de cantinas
a adequarem a comercializagao dos alimentos as
legislages, o Ministério da Satde langou em 2010 o
Manual das cantinas escolares sauddveis: promovendo a
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alimentagdo sauddvel, em que aborda temas relacionados
a saude, alimentacao saudavel, rotulagem, higienizagao,
importancia da cantina para a saide dos alunos e
apresenta exemplos e receitas de lanches saudaveis’.

Apesar do efeito que a regulamentagdo do
comércio de alimentos e bebidas nas escolas possa
representar na qualidade da alimentacdo escolar, sdo
limitados os estudos nacionais destinados a analisar a
aplica¢ao dessas regulamentagoes*®®. Assim, este artigo
tem como objetivo investigar dispositivos legais que
regulamentam a comercializa¢ao de alimentos e bebidas
em escolas no Brasil e que, por consequéncia, visam
promover habitos alimentares saudaveis no ambiente
escolar.

METODO

O presente estudo consistiu no levantamento
de dispositivos legais publicados nos ultimos dez anos
(periodo de 2001 a 2010) que visam a regulamentagao
da comercializagdo dos alimentos e bebidas nas
escolas brasileiras. Investigaram-se os dispositivos
legais nacionais (leis, decretos, portarias e resolugdes)
relacionadas aos itens comercializados na escola por
meio de bares, lanchonetes e cantinas comerciais.

Como critério para a busca, realizou-se
levantamento em sites populares de busca eletrdnica,
destacando-se o Google (http://www.google.com.br) e
Cadé (http://br.cade.yahoo.com). Os unitermos e frases
utilizadas nestes sites foram: lei das cantinas, comércio
de alimentos e bebidas em escolas e regulamentagdo do
comércio de alimentos e bebidas nas escolas.

Para a andlise critica dos dispositivos legais,
elaborou-se um roteiro baseado em procedimentos de
revisdo sistematica de literatura'®, o qual possibilitou uma
sintese dessas estratégias legais implantadas no territério
nacional de acordo com o local, o tipo de dispositivo, a
descrigéo e a lista de alimentos proibidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados dezenove dispositivos legais
que regulamentam o comércio de alimentos e bebidas
nas escolas do Brasil (Tabela 1).

Desses, 84% (n = 16) foram identificados como
leis, ou seja, regras gerais e permanentes a que todos estao
submetidos''. Os demais se caracterizaram como decreto
(n=1), portaria (n = 1) e resolugdo (n = 1).
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Tabela 1. Dispositivos legais brasileiros relacionadas aos alimentos e bebidas comercializados nas unidades educacionais segundo o local, o ano
de publicagdo, a descri¢ao do dispositivo e os alimentos proibidos, instituidos no periodo de 2001 a 2010.

Local / Dispositivos

Descricao do dispositivo legal

Alimentos proibidos

Municipio de Florianépolis -
Santa Catarina

Lei n. 5.853, de 4 de junho de
2001

Estado de Santa Catarina

Lei n. 12.061, de 18 de dezembro
de 2001°

Municipio do Rio de Janeiro -
Rio de Janeiro

Decreto n. 21.217, de 1° de abril
de 20028

Municipio de Belo Horizonte —
Minas Gerais

Lei n. 8.650, de 25 de setembro
de 2003*

Estado do Parand
Lei n. 14.423, de 2 de junho de
20044

Estado do Rio de Janeiro
Lei n. 4.508, de 11 de janeiro de
2005%

Regido Metropolitana da Grande

Sao Paulo
Portaria Conjunta dos
Coordenadores de  Ensino,

do Interior e o Diretor do
Departamento de Suprimento
Escolar, de 23 de marco de 2005%

Municipio de Londrina - PR
Lei n. 9.714, de 6 de abril de
2005

Municipio de Santos — SP
Lei n. 2.327, de 19 de julho de
2005

Dispde sobre os critérios de concessao de
servicos de lanches e bebidas nas unidades
educacionais publicas e privadas que atendem
a educacio bésica.

Idem a Lei Municipal de Floriandpolis, Santa
Catarina.

Proibe no 4mbito das unidades escolares
municipais de ensino adquirir, confeccionar,
distribuir e  consumir

os  produtos

mencionados.

Dispoe sobre a proibicdo, em escola da rede
ptblica municipal de ensino, de adquirir,
confeccionar, distribuir e comercializar
os produtos que menciona e da outras

providéncias.

Dispde que os servicos de lanches nas
unidades educacionais publicas e privadas que
atendam a educacdo bdsica deverdo obedecer
a padroes de qualidade nutricional e de vida.

Proibe a comercializagdo, a aquisi¢do, a
confec¢ao e a distribui¢do de produtos que
colaborem para a obesidade infantil em bares,
cantinas e similares instalados em escolas
publicas e privadas.

Dispositivos para o funcionamento das
cantinas escolares.

Institui o Programa Londrinense de Nutri¢ao
e Saude Estudantil, dispoe sobre as condigoes
sanitdrias dos alimentos consumidos e
comercializados nas instituicbes de ensino
localizadas no municipio de Londrina e da

outras providéncias.

Dispde sobre o disciplinamento para a
venda de lanches e bebidas nas cantinas dos
estabelecimentos escolares no municipio de
Santos e da outras providéncias.

Bebidas alcoolicas; balas, pirulitos e gomas de mascar;
refrigerantes e sucos artificiais; salgadinhos industrializados;
salgados fritos; pipocas industrializadas.

Idem a Lei Municipal de Floriandpolis, Santa Catarina.

Balas, doces a base de goma, gomas de mascar, pirulito,
caramelos, pd para preparo de refresco, bebidas alcodlicas,
alimentos ricos em colesterol, sédio e corantes artificiais.

Bala, caramelo, pirulito, doce a base de goma e goma
de mascar; refresco em p6 industrializado; refrigerante;
produto manipulado na escola ou em ambiente nio
credenciado para preparo de alimentos; bebida alcodlica;
alimento com mais de 3 g de gordura em 100 kcal e com
mais de 160 mg de sédio em 100 kcal.

Idem a Lei Municipal e Estadual de Santa Catarina

N

Salgadinhos, balas, chocolates, doces a base de goma,
goma de mascar, pirulito, caramelo, refresco em poé
industrializado, refrigerantes, alimento manipulado na
escola ou em ambiente nao credenciado para confecgdo de
preparagao alimenticia, bebidas alcodlicas, alimentos com
mais de 3 g de gordura em 100 kcal e com mais de 160 mg

de sédio em 100 kcal do produto.

Comercializagdo de produtos prejudiciais a saude e que
ndo oferegam condi¢des nutricionais e higiénico-sanitarias,
bem como aqueles que possam ocasionar obesidade e
outros problemas de satde causados por hébitos incorretos
de alimentacdo - em especial bebida alcodlica, tabaco,
medicamento ou produto quimico-farmacéutico.

Bebidas alcoolicas em qualquer graduagao, cigarros e
produtos que contenham tabaco ou nicotina.

Bebidas alcodlicas; tabaco; medicamento ou produto
quimico-farmacéutico; refrigerantes e refrescos artificiais;
balas, caramelos, gomas de marcar, pirulitos e assemelhados;
preparagdes fritas em geral (batata frita, ovo frito, salgados
fritos, sonho, etc.); biscoitos salgados tipo aperitivo e
amendoim, salgado ou doce industrializados; bacon e
linguica; coberturas doces (caramelo, chocolate, morango,
etc.) disponiveis para serem adicionadas aos lanches.
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Local / Dispositivos

Descricao do dispositivo legal

Alimentos proibidos

Estado do Parand
Lei n. 14.855, de 19 de outubro
de 2005"

Distrito Federal
Lei n. 3.695, de 8 de novembro de
2005%

Municipio de Natal - RN
Lei n. 245, de 16 de agosto de
2006%

Municipio de Porto Alegre — RS
Lei n. 10.167, de 24 de janeiro de
2007'¢

Estado do Rio Grande do Sul
Lei n. 13.027, de 16 de agosto de
20087

Municipio de Itapetininga — SP
Lei n. 5.320, de 15 de junho de
2009%

Estado de Minas Gerais
Lei n. 18.372, de 4 de setembro
de 2009*

Municipio de Aracaji — SE
Lei n. 3.814 de 14 de janeiro de
2010%

Dispde sobre padroes técnicos de qualidade
nutricional a serem seguidos pelas lanchonetes
e similares instaladas nas escolas de ensino
fundamental e médio, particulares e da rede
publica.

Dispoe sobre a promo¢do da alimentagdo
saudavel nas escolas de educacdo infantil, de
ensino fundamental e médio das redes publica
e privada.

Dispde sobre padroes técnicos de qualidade
nutricional a serem seguidos pelas lanchonetes
e similares instaladas nas escolas de ensino
fundamental e médio, particulares e da rede
publica, e da outras providéncias.

Estabelece dispositivos para o controle da
comercializa¢ao de produtos alimenticios e de
bebidas nos bares e nas cantinas das escolas
publicas e privadas e da outras providéncias.

Dispde sobre a comercializagio de lanches e
de bebidas em escolas no 4mbito do Estado do
Rio Grande do Sul e dé outras providéncias.

Dispoe sobre a alimentagdo a ser oferecida
nas unidades escolares publicas e privadas
que atendam a educagdo infantil, ao ensino
fundamental e ao ensino médio do municipio.

Acrescenta dispositivo a Lei n. 15.072, de 5 de
abril de 2004, que dispde sobre a promogao da
educa¢do alimentar e nutricional nas escolas
publicas e privadas do sistema estadual de
ensino.

Dispoe sobre a alimentacdo oferecida nas
cantinas e lanchonetes localizadas nas
instituicoes de ensino publicas e privadas
dentro da circunscricdo do municipio de
Aracaju e dd outras providéncias.

Balas, pirulitos e gomas de mascar; chocolates, doces a base
de goma, caramelos; refrigerantes, sucos artificiais, refrescos
em poé industrializado; salgadinhos industrializados,
biscoitos recheados; salgados e doces fritos; pipocas
industrializadas; alimentos com mais de 3 g de gordura em
100 kcal; alimentos com mais de 160 mg de s6dio em 100
keal do produto.

Balas, pirulitos, gomas de mascar, biscoitos recheados;
refrigerantes e sucos artificiais; salgadinhos industrializados;
frituras; industrializada; bebidas

alimentos industrializados cujo percentual de calorias

pipoca alcoolicas;
provenientes de gordura saturada ultrapasse 10% das
calorias totais; alimentos com gordura vegetal hidrogenada.
Salgadinhos, balas, chocolates, doces a base de goma,
goma de mascar, pirulito, caramelo, refresco em poé
industrializado, refrigerantes, alimento manipulado na
escola ou em ambiente ndo credenciado para confec¢do de
preparacao alimenticia, bebidas alcoodlicas, alimentos com
mais de 3 g de gordura em 100 kcal, com mais de 160 mg de
sodio em 100 kcal do produto.

Bebidas alcodlicas; alimentos e bebidas que contenham
nutrientes comprovadamente prejudiciais a satde; e
alimentos e produtos cujos componentes possam causar
dependéncia fisica ou psiquica, ainda que por utilizagao
indevida.

Bebidas com qualquer teor alcodlico; alimentos e bebidas
que contenham, em sua composi¢do quimica, nutrientes que
sejam, comprovadamente, prejudiciais a saude; alimentos e
produtos cujos componentes possam causar dependéncia
fisica ou psiquica, ainda que por utilizacdo indevida.
Bebidas alcodlicas; refrigerantes, isotonicos, energéticos,
sucos artificiais ou adogados; balas, pirulitos e goma
de mascar; bolachas recheadas e biscoitos recheados;
preparagoes fritas em geral (salgados, batata, ovo, sonho,
etc.); alimentos
substancias prejudiciais a saude.

que contenham comprovadamente

Produtos e preparagdes com altos teores de calorias,
gordura saturada, gordura trans, agucar livre e sal, ou com
poucos nutrientes.

Salgados de massas ou massas folheadas; frituras em geral;
biscoitos recheados; salgados ou pipocas industrializadas;
refrigerantes e sucos artificiais; doces de fabricagao
industrializada ou caseira; balas, pirulitos, gomas de mascar
e similares; qualquer alimento de grande potencial caldrico
e/ou rico em gordura trans, bem como aqueles de baixo teor
nutritivo.
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Local / Dispositivos Descricao do dispositivo legal

Alimentos proibidos

Estado de Minas Gerais

fevereiro de 2010% ensino.

Municipio de Juiz de Fora - MG
Lei n. 12.121, de 17 de setembro

de 2010%
do Sistema Municipal de Ensino.

Orienta a aplicagdo da Lei n. 18.372/2009 no
Resolucdo n. 1.511, de 26 de ambito das escolas do sistema estadual de

Dispoe sobre a comercializagao de alimentos
nas cantinas, lanchonetes ou similares dos
estabelecimentos da rede particular e publica

Frituras; salgados e doces com massa folhada; biscoitos;
doces; molhos caléricos; bebidas artificiais; salgadinhos
e pipocas industrializadas; alimentos apresuntados e
embutidos; sanduiches e pizzas que tragam em sua
composi¢do ingredientes como bacon, batata palha,
maionese e molhos gordurosos e caléricos, mortadelas, ovos
fritos, queijos gordurosos e outros alimentos embutidos
ricos em gorduras e calorias.

Produtos de preparagdes com altos teores de calorias,
gorduras saturadas, gorduras trans, agucar livre e sal, ou
com poucos nutrientes, tais como: frituras; paes e salgados
feitos com gorduras hidrogenadas; salgados com massas
folhadas; biscoitos recheados; balas, pirulitos, gomas de
mascar; ketchup, mostarda e maionese; bebidas artificiais
e refrigerantes; salgadinhos e pipocas industrializadas;
alimentos apresuntados e embutidos; qualquer produto de
alto teor caldrico e de poucos nutrientes.

Dentre os dispositivos legais, 53% (n = 10)
sdo de ambito municipal, 37% (n = 7) estadual, 5% (n
= 1) regional e 5% (n = 1) do Distrito Federal. Desta
forma, observa-se maior predominédncia de dispositivos
municipais (Tabela 1).

A primeira iniciativa de criagdo de legislacao
especifica sobre comercializagdo de alimentos e bebidas
nas escolas ocorreu no municipio de Floriandpolis, capital
do estado de Santa Catarina, a partir da Lei n. 5.853, de
junho de 2001". Essa lei teve ampla divulgacdo na midia
nacional e, seis meses apds sua criacdo, foi estendida
para todo o estado de Santa Catarina, com a publica¢ao
da Lei n. 12.061. Com essa implantac¢do, os proprietarios
de cantinas escolares ficaram obrigados a comercializar
produtos considerados saudaveis, oferecer duas opgdes
de frutas sazonais diariamente e fixar mural préximo ao
estabelecimento contendo informacdes sobre alimentacao
e nutri¢ao®.

Estratégias semelhantes foram identificadas
em diferentes municipios e estados, do sul ao nordeste
do Brasil. Além de Santa Catarina, foram encontrados
dispositivos legais nos outros dois estados da regiao Sul.

No estado do Parand, a Lei n. 14.423" foi
instituida em 2004, com texto idéntico ao da Lei Estadual
de Santa Catarina®. Ambas as leis estaduais trazem uma
listagem de itens proibidos, todavia ndo exemplificam
os itens permitidos. Especificamente no municipio de
Londrina (PR), a Lein. 9.714, de abril de 2005, determina
que as cantinas e lanchonetes escolares devem oferecer
aos seus consumidores produtos in natura, como sucos,

saladas, ensopados e salgados assados. Ainda no
mesmo estado, um segundo dispositivo (Lei n. 14.855,
de outubro de 2005) aumentou o rigor sobre as cantinas
escolares do estado do Parand, prevendo penalidades
para o estabelecimento infrator, além de disponibilizar
listagem de produtos permitidos®.

No Rio Grande do Sul, por sua vez, foram
encontrados dispositivos legais para a capital'® e para o
estado'. Na capital, a Lei n. 10.167, de janeiro de 2007,
proibe a exposi¢do nas cantinas escolares de cartazes que
estimulem a aquisi¢do e o consumo de balas, chicletes,
salgadinhos e refrigerantes. Essa lei também estabelece
que nos critérios para o fornecimento de alimentos devem
constar lanches e refeicdes equilibradas e balanceadas,
com controle de agtcar, sal e gordura, priorizando frutas,
verduras e cereais integrais'®. Com abrangéncia estadual, a
Lein. 13.027"Y, de abril de 2008, refor¢a as recomendac¢des
da Lei n. 10.167/2007'. O art. 6° proibe alimentos que
contenham em sua composi¢do quimica nutrientes que
sejam comprovadamente prejudiciais a saude, todavia
ndo exemplifica quais seriam estes alimentos'’.

No Sudeste, dispositivos legais foram localizados
nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, na Grande
Sao Paulo e em alguns municipios especificos. Na cidade
do Rio de Janeiro-R], o Decreto n. 21.217, de abril de
2002, proibiu a venda de guloseimas nas cantinas das
escolas municipais, assim como vetou a divulgagdo
de propagandas de quaisquer produtos citados como
proibidos nas dependéncias das escolas'®. Em 2005, a
Lei n. 4.508 foi instituida no estado do Rio de Janeiro®,
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mantendo as recomendagdes do Decreto Municipal
n. 21.217/2002" e focando na proibicdo de alimentos
com corantes, conservantes e antioxidantes artificiais
e de alimentos embalados sem rotulagem, composi¢ao
nutricional e prazo de validade™.

Na Grande Sdo Paulo, uma Portaria de marco de
2005 dispoe sobre a proibicdo do comércio de produtos
prejudiciais & saude nas cantinas escolares, todavia
também nao exemplifica quais seriam os itens restritos.
Em julho de 2005, a Lei Municipal n. 2.327, implantada
em Santos-SP, dispoe que, além de garantir alimentos
que favorecam a promogéo da satde, os estabelecimentos
devem realizar, no momento que antecede a implantagdo
da legislagao, campanha educativa dirigida aos alunos e
suas familias, visando a maior conscientizagao quanto a
promogao de alimentagdo saudavel na escola?'.

No municipio de Itapetininga-SP, a Lei n. 5.320,
de junho de 2009, além de regulamentar a venda de
alimentos nas cantinas das escolas municipais, sugere
preparagdes nutritivas e alimentos regionais para
serem comercializados. Ainda, as escolas devem ficar
responsaveis por observarem e atenderem as necessidades
especiais dos alunos, tais como diabetes, intolerancias e
caréncias nutricionais®.

No estado de Minas Gerais, a capital Belo
Horizonte instituiu em setembro de 2003 a Lei n. 8.650,
que dispde sobre a proibi¢io do comércio de produtos
considerados nocivos a saide nas escolas municipais,
vetando a divulga¢do de propagandas com os itens
proibidos e estabelecendo critérios para multa e cassagdo
dos estabelecimentos. O art. 3° dessa lei refere que o
Poder Executivo devera criar cartilhas para orientagdo
alimentar a escola, ao aluno e aos pais dos alunos®.

De alcance estadual, Minas Gerais instituiu, em
setembro de 2009, a Lei n. 18.372%*. Em fevereiro de 2010,
esse estado publicou a Resolugdo n. 1.511%, que orienta a
aplicacao da Lei n. 18.372/2009%. O art. 2° da Resolugéo
n. 1.511/2010 veta a comercializagdo de produtos com
alto teor de energia e pouco valor nutricional na escola,
listando os produtos proibidos. Abre-se excecdo para
datas excepcionais de festas comemorativas®.

No mesmo estado, o municipio de Juiz de Fora
publicou a Lei n. 12.121, de setembro de 2010, que, além
de vetar a venda de produtos e preparagdes com altos
teores de gorduras e sal, regulamenta que os produtos
comercializados nas escolas municipais devem conter
rotulagem com valor nutricional e data de validade.
Fica sob responsabilidade do proprietirio também
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a divulgacio de materiais educativos utilizados em
campanhas de nutri¢do e alimentagdo saudavel, por meio
de cartazes afixados em locais de destaque®.

No Centro-Oeste do Brasil, a Lei n. 3.695, de
novembro 2005, no Distrito Federal, além de definir os
alimentos proibidos, indicava que as escolas deveriam
adotar conteudo pedagogico sobre alimentagao”. Desde
2003, a Universidade de Brasilia realiza capacitagdes
para proprietarios de cantinas escolares no Distrito
Federal por meio do projeto “A Escola Promovendo
Habitos Alimentares Saudaveis”™. A Lei n. 3.695/2005
foi revogada em 2006, e ap6s essa medida foi observada
menor participa¢do dos proprietarios das cantinas no
processo de implanta¢do da cantina escolar saudavel>?.

No Nordeste, foram identificados dois dispositivos
legais. No municipio de Natal (Rio Grande do Norte), a Lei
n. 245, de agosto de 2006, dispoe sobre padrdes técnicos
de qualidade nutricional para os itens comercializados,
proibindo também a divulgagao de propagandas desses.
No municipio de Aracaju (Sergipe), a Lei n. 3.814 entrou
em vigor em janeiro de 2010, vetando a comercializagao
de alimentos com alto valor calérico e com altos teores
de gordura nas cantinas e responsabilizando as escolas
a observarem as necessidades alimentares especiais dos
alunos. Corroborando com outros dispositivos legais,
esta lei também obriga os estabelecimentos comerciais
a exporem no local de venda de alimentos placas ou
cartazes explicando os beneficios da legislagdo®.

A vpartir do exposto, observou-se maior
quantidade de dispositivos legais na regido Sudeste (47%;
n =9). A Pesquisa de Or¢amento Familiar 2008-2009*°
constatou que 40% dos meninos e 38% das meninas entre
5 e 9 anos de idade apresentavam sobrepeso no Sudeste,
o que indica a importancia da efetivacdo de dispositivos
legais na escola que orientem para uma alimentagdo
saudavel, tendo em vista a obrigatoriedade do ensino
para criangas a partir dos 4 anos®'.

Neste estudo, nao foram encontrados dispositivos
legais instituidos na regido Norte. Ressalta-se, todavia,
que a metodologia de busca adotada no presente
estudo ndo garante a inclusao de todos os dispositivos
existentes no pais, uma vez que estes podem existir
sem estar disponiveis nos sites de busca eletronica. No
territorio nacional, as regides Sudeste e Sul destacaram-
se com relagdo a institui¢do de dispositivos legais para
regulamentar os alimentos comercializados nas escolas,
corroborando levantamento prévio realizado pelo
Ministério da Saude’. No entanto, refor¢a-se que, para
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se obter um panorama mais preciso dessa situacao, ha
necessidade de estudos complementares, que utilizem
também outras fontes de dados.

Entre os dispositivos legais analisados, 8
(44,4%) nao permitem a divulga¢do de propagandas
dos alimentos proibidos no ambiente escolar'*!6:192327.28;
7 (38,8%) referem a obrigatoriedade da presenga
de frutas na cantina escolar®!41>17:20222%; o 9 (50,0%)
estabelecem a presenca obrigatdria de mural ou material
de comunicagdo visual para divulgacdo de informagoes
relacionadas a alimentacéo e nutrigao®!>!317:20.2226.27.29,

Quanto a explicitagdo dos itens permitidos nos
estabelecimentos, destaca-se que somente 4 dispositivos
(22,2%) mostram uma lista de alimentos consentidos nas
cantinas'>">**?2, Qutros 3 (16,7%) referem que a cantina
deve oferecer alimentos saudaveis, exemplificando alguns
dos itens considerados adequados (como frutas, saladas
e cereais integrais), porém nao trazem uma lista com
opgoes variadas'*'®". 3 (16,7%) trazem disposiges mais
amplas, referindo, por exemplo, que as cantinas estdo
proibidas de comercializar alimentos que contenham
corantes, conservantes ou antioxidantes artificiais'>?*®
e que devem colocar a disposigdo dos alunos “apenas
alimentos e bebidas que obedecam a um padriao de
qualidade adequado a promogdo de uma alimentagido
saudavel e que ndo possam ocasionar obesidade e outros
problemas de saude causados por habitos incorretos
de alimentagdo™. Esse tipo de construc¢do dificulta
a identificagdo dos alimentos vetados e permitidos,
tanto por parte dos proprietarios dos estabelecimentos
e da escola quanto por parte dos responsaveis pela
fiscaliza¢do’.

Somente a partir de 2009, verificou-se a inclusdo
nos dispositivos legais de orientagdo para o atendimento
a escolares com necessidades nutricionais especiais®*?®.

Especificamente sobre o mural educativo,
considera-se importante uma reflexdo mais ampla sobre a
real finalidade do mesmo, que vai além da mera exigéncia
legal de sua afixagdo proxima a cantina. Torna-se necessaria
a adequada formacdo e sensibilizagio dos profissionais
envolvidos na cantina escolar, para que este instrumento
educativo possa realmente se tornar um aliado no processo
de promocgio da alimentagdo saudével na escola.

Dentre os dispositivos analisados, a lei municipal
de Natal é a unica que determina que a cantina escolar
seja administrada por pessoa devidamente capacitada em
aspectos de alimentagio e nutri¢ao, e que esta capacitagdo
deve ser reconhecida pelo poder publico e realizada por

nutricionista®®. Reforcando a importincia da tematica,
Schmitz etal.?apresentaram eavaliaram uma metodologia
para capacitagdo de proprietarios de cantinas escolares
no Distrito Federal, visando a implantagio dos “10
passos da cantina escolar saudavel”. A avaliagio geral dos
35 participantes do curso foi positiva, e, comparando-se
os periodos antes e apds a capacitagdo, foram observados
resultados positivos nos estabelecimentos (p < 0,05).
Destaca-se que agdes de apoio, como capacitagdes
para proprietarios de cantinas, sio fundamentais para
garantir a viabilidade economica dos estabelecimentos e
a possibilidade desses transformarem-se em espacos de
promogao da alimentagdo saudavel.

Vale ressaltar as estratégias desenvolvidas
pelo Ministério da Saide no campo tematico desta
investiga¢ao, tal como a publicagao em 2004 do material
educativo denominado “Dez Passos para a Promogio
da Alimentac¢ao Saudéavel nas Escolas™?, que considera
ndo sauddveis os seguintes itens alimentares: balas;
pirulitos; gomas de mascar; biscoitos, principalmente os
recheados; refrigerantes; sucos artificiais ou adogados;
frituras; maionese; salgados com salsichas e presuntos/
apresuntados; salgadinhos de pacote e pipocas
industrializadas. Observa-se, portanto, que os alimentos
proibidos pela maioria dos dispositivos legais estdo de
acordo com os principios citados nos “Dez Passos da
Alimenta¢ao Saudavel™.

Destaca-seaemissdo da Portaria Interministerial
n. 1.010, de 8 de maio de 2006, pelos Ministros da
Educagdo e da Saude, que instituiu as diretrizes para
a promog¢do da alimentagdo saudavel nas escolas de
educacdo infantil, ensino fundamental e médio das
redes publicas e privadas em &mbito nacional*. Ressalta-
se ainda que o documento lan¢ado pelo Ministério da
Saude em 2007 com a identifica¢ao de dez dispositivos
legais brasileiros de regulamentagdo da alimentagao
no ambiente escolar’ tem como objetivo principal
apoiar gestores, educadores e profissionais de saide no
desenvolvimento de a¢des que favorecam a adogdo de
praticas alimentares saudéveis.

Para além dos importantes esforcos ja
mencionados, sabe-se que a fiscalizagdo dos dispositivos
é fundamental para a efetiva implementa¢ao dos mesmos.
A tendéncia tem sido delegar esta tarefa a Vigilancia
Sanitdria, pela natureza do trabalho. Como qualquer
processo de regulamentagio, os mecanismos de controle
devem ser claros, e, independentemente de quem for o
responsavel pela fiscalizagdo, cabe alguma estratégia
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de capacitagdo deste grupo, tanto em relagdo a lista de
alimentos proibidos quanto aos demais artigos previstos’.

Reforca-se, ainda a necessidade de maior
disseminac¢do de dispositivos legais nos 26 estados, no
Distrito Federal e nos 5.565 municipios brasileiros ou uma
legislagdo de cunho nacional. Isso garantiria prote¢do
principalmente para as regides e municipios mais
carentes, onde a populagdo estd amplamente exposta a
dupla carga de morbidade nutricional, com a coexisténcia
de desnutricio e obesidade. Concomitantemente, a
fiscalizagdo e a maior disseminagdo dos dispositivos,
mecanismos para o monitoramento e aavaliagdo periddica
das regulamentagdes precisam ser estruturados, contando
com o envolvimento da sociedade e dos diversos setores
que possuem interface com o ambiente escolar.

Visando a contribuir para a efetivagio e
a  consolidagdo da Politica Nacional de Seguranca
Alimentar e Nutricional (SAN) no ambiente escolar,
conforme estabelecido na Portaria Interministerial
n. 1.010% e almejando potencializar o Programa
Nacional de Alimentagdo Escolar (PNAE) nas escolas
publicas e filantrépicas brasileiras, o Fundo Nacional de
Desenvolvimento da Educa¢do (FNDE) criou os Centros
Colaboradores em Alimentagio e Nutricdo do Escolar
(Cecane)*, os quais formam uma rede interinstitucional que
presta apoio técnico e operacional aos estados e municipios
na implementagao da alimentagdo saudavel nas escolas.

Especiﬁcamente com rela¢do ao PNAE, o mesmo
merece destaque dentre as politicas publicas de SAN do
Brasil, sendo considerado um dos maiores programas
na drea de alimentacdo escolar do mundo. Entre suas
diretrizes estdo: o emprego da alimentacdo saudavel e
adequada; a inclusdo da educagao alimentar e nutricional
no processo de ensino e aprendizagem; e o apoio ao
desenvolvimento sustentavel. Ressalta-se a tendéncia na
proibicao de determinados itens na escola também pelo
PNAE, uma vez que a Resolu¢ao n. 38/2009 do FNDE,
atual normativa do programa, refere que a aquisi¢ao dos
géneros alimenticios com os recursos do governo federal
¢ proibida para bebidas com baixo teor nutricional,
tais como refrigerantes, refrescos artificiais e bebidas
similares, sendo restrita para alguns alimentos, como os
enlatados, os embutidos e os doces™®.

CONSIDERACOES FINAIS

E dever da familia, da comunidade, da sociedade
em geral e do poder publico assegurar efetivacio dos
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direitos referentes a saude e a alimentacdo de criancas e
adolescentes, mediante a efetivacdo de politicas publicas
que permitam o desenvolvimento saudavel e harmonioso,
em condi¢des dignas de existéncia. Desta forma, torna-
se incoerente pensar em instituicoes educativas que
disponibilizem diariamente alimentos em desacordo
com praticas promotoras de satde.

Dispositivos  legais podem  estimular o
envolvimento mais efetivo da comunidade escolar
na implantacio do ambiente saudavel, uma vez que
essas regulamentagdes trazem como meta prevenir os
varios agravos a saude relacionados com a alimentagdo
inadequada, bem como incentivar habitos alimentares
saudaveis.

Louvadas as iniciativas das esferas estaduais e
municipais, é necessario estabelecer normas gerais e
diretrizes para desencadear um conjunto de agdes que
visem a educacdo nutricional e em saude em ambito
nacional. A Portaria Interministerial n. 1.010* parece ser
o primeiro passo para desenvolver a¢des nesse sentido.
Entretanto, cabe as esferas estaduais e municipais a
viabilizagdo de projetos que propiciem a efetivagdo das
mudangas almejadas.

Sabe-se que os dispositivos legais analisados sdo
estratégias para qualificar a alimentagdo escolar. Por
outro lado, reconhece-se que o problema da obesidade de
criangas em idade escolar ndo sera resolvido apenas com
a proibic¢do de alimentos caldricos nas escolas ou com a
limita¢do de sua publicidade. A transformacao consciente
das praticas alimentares ndo é um processo imediato,
exigindo tempo e dedicagdo. Para tal, faz-se necessdria a
acao conjunta de pais, professores, profissionais da satde,
gestores, legisladores e publicitarios, entre outros, para
promover ambientes e estratégias propicias & promogao
de habitos alimentares saudaveis e que incentivem
também a pratica de exercicios fisicos entre os escolares.

A regulamentagdo da comercializagio de
alimentos e bebidas pelas cantinas escolares ainda é
um processo em constru¢do, devendo avangar com
vistas a promogao do ambiente escolar saudavel. Faz-se
necessario promover a ampliagdo, o acompanhamento
e a avaliacdo das iniciativas encontradas, procurando-se
apontar os beneficios ou entraves das regulamentagdes
em vigor.

Neste estudo, destaca-se que, para melhor
compreensao da realidade brasileira, foram investigados
somente os dispositivos legais nacionais em &ambito
nacional, estadual e municipal sobre a comercializagdo
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dos alimentos nas escolas. Assim, dentre as limitacoes
aponta-se que nao foram consideradas as legislagoes sobre
a alimentagao escolar gratuita, ndo se buscou a legislagdo
internacional sobre a comercializacio de alimentos nas
escolas e a busca dos dispositivos legais restringiu-se a
bases eletronicas de dados. Nesse aspecto, vale ressaltar
que o nimero de dispositivos legais identificados pode
ter sido subestimado, uma vez que estes podem existir
sem estar disponiveis nos sites de busca eletronica.
Sendo assim, para um mapeamento mais preciso, outros
procedimentos metodolégicos deverdo ser realizados
em estudos futuros, como, por exemplo, o contato direto
com as instituicdes responsaveis pela promulga¢ido dos
dispositivos legais no universo de municipios (n = 5.565)
e estados (n = 26) brasileiros.
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ABSTRACT

Cronobacter, formerly known as Enterobacter sakazakii, is a novel genus of the Enterobacteriaceae family
recognized as a cause of high number of fatal cases in neonates, after consuming infant formula. The
conventional methods for detecting these organisms are time-consuming and lack sensitivity. The ISO/
TS 22964:2006 is the most recently standardized methodology for detecting Cronobacter in powdered
infant formula. This study aimed at confirming the Brazilian isolates previously identified as E. sakazakii
as Cronobacter spp. by biochemical assays, and also to compare characteristics of 37 Cronobacter and
non-Cronobacter isolates; and the miniaturized kits and the ISO/TS methodology were evaluated. A
conventional PCR protocol targeting dnaG was also developed and a previously described gluA targeting
protocol was used. The majority of the Brazilian isolates were not confirmed as Cronobacter spp., and the
selective enrichment step of ISO/TS methodology was inhibitory to some Cronobacter strains. The ID 32E
was the most reliable kit. The PCR protocol targeting gluA showed consistent results with ID 32E and the
developed dnaG PCR protocol was 100% sensitive and specific. Thus, the PCR protocols targeting gluA
and dnaG might be used to complement the Cronobacter spp. detection or identification after performing
the conventional isolation and identification methods.

Keywords. Cronobacter spp., Enterobacter sakazakii, ISO/TS 22964:2006, PCR, phenotypic characterization

RESUMO

Cronobacter (Enterobacter sakazakii) é um novo género da familia Enterobacteriaceae, reconhecido como
responsavel pelo elevado niimero de casos fatais em neonatos apds consumo de férmulas infantis. Os métodos
convencionais de detec¢do desses micro-organismos sdo demorados e de sensibilidade inadequada. A ISO/
TS 22964:2006 é a metodologia padronizada mais recentemente para detec¢do de Cronobacter. Este estudo
teve como objetivo identificar como Cronobacter spp. os isolados brasileiros previamente classificados
como E. sakazakii, comparar as caracteristicas de 37 culturas de Cronobacter e nido-Cronobacter e avaliar
os kits miniaturizados e a ISO/TS 22964:2006. Foi também desenvolvido um protocolo convencional de
PCR com alvo em dnaG. A maioria dos isolados brasileiros ndo foi confirmada como Cronobacter spp.,
e o enriquecimento seletivo da metodologia ISO foi inibitorio para algumas cepas de Cronobacter. O
kit ID 32E demonstrou desempenho mais confiavel. O protocolo de PCR com alvo em gluA apresentou
resultados consistentes com o ID 32E, e o protocolo com alvo em dnaG foi 100% sensivel e especifico.
Portanto, os protocolos de PCR com alvo em gluA e dnaG podem ser usados para complementar a detecgao
e identificagao de Cronobacter spp. apds o emprego de métodos de isolamento e identificagdo convencionais.
Palavras-chave. Cronobacter spp., Enterobacter sakazakii, ISO/TS 22964:2006, PCR, caracterizagio fenotipica.
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INTRODUCTION

Cronobacter is a novel genus of the
Enterobacteriaceae family comprising six species and three
subspecies'”. These microorganisms, formerly known as
Enterobacter sakazakii, have been considered emerging
food pathogens associated with meningitis, necrotizing
enterocolitis and sepsis in neonates’. Case fatality rates
vary from 40% to 80%, and survivors may suffer from
severe neurological sequelae such as hydrocephalus,
quadriplegia and retarded neural development*. In several
of these cases, infection was linked to infant formula
consumption*>*”%, The source of reconstituted infant
formula contamination may be intrinsic, arising from
the manufacturing environment and/or addition of raw
ingredients or extrinsic, via catheters, nipples or utensils
used to reconstitute infant formula®*'°. There have been
many reported cases of infection related to powdered infant
formula (PIF) contaminated with Cronobacter spp.>'.
Concern over this problem led to several voluntary recalls
of PIF contaminated with Cronobacter spp. worldwide,
resulting in a collective effort among manufacturers and
government bodies to reduce health risks associated with
the consumption of contaminated PIF>'2%3,

The methods currently used for the detection and
identification of Cronobacter spp. have been reported as
inadequate and controversial'*. The traditional methods''®
for the detection of these organismsare time-consumingand
labor-intensive, taking 5-7 days for a final result. Moreover,
some culture media do not support the growth of all
Cronobacter strains, and several commercial identification
kits have been found unreliable'”*. The sensitivity and the
specificity of culture media and kits used for the detection
and identification of Cronobacter are important features
that directly affect the cost of production of PIF because
they can reduce or increase the number of rejected batches
during routine surveillance. In a public health context,
culture media and commercial kits are important tools for
the correct identification of the etiological agent of infection.
Reliable methods are also important for monitoring food
safety. To minimize the hazards due to the Cronobacter
spp. contamination of PIE the use of accurate, sensitive
and specific detection and identification methods for these
microorganisms is of utmost importance.

Development of molecular methods such as
polymerase chain reaction (PCR) with different target
genes have been described and provide powerful tools
for rapid and specific detection and identification of
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Cronobacter spp*'. The United States Food and Drug
Administration (USFDA) has developed a new method
for the detection of Cronobacter spp. in PIE This
method incorporates the chromogenic agars Brilliance
Enterobacter Sakazakii Agar (Druggan-Forsythe-Iversen
formulation) (DFI; Oxoid) and Enterobacter Sakazakii
Plating Medium (ESPM; R&F Products Inc.) as well as
the real-time PCR (qPCR) assay developed by Seo and
Brackett* targeting the dnaG from the macromolecular
synthesis operon (MMS). This protocol successfully
passed an AOAC pre-collaborative study and is in the
process of further validation for the inclusion into the
FDA’s Bacteriological Analytical Manual®. Although it is
expected that laboratories from different countries will
adopt this new protocol for PIF analysis, somelaboratories
may not have access to real-time PCR technology.

This study aimed at detecting the presence of
Cronobacter spp. among Brazilian isolates previously
identified as E. sakazakii by biochemical assays,
comparing characteristics of 37 Cronobacter and
non-Cronobacter isolates from different origins and
evaluating the ISO/TS 22964:2006 methodology. This
study also developed a conventional PCR protocol based
on the pair of primers designed by Seo and Brackett™.
This new protocol was evaluated for the identification
of Cronobacter by including Cronobacter target as well
as non-target strains and by comparison with the PCR
protocol targeting gluA'®.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

A total of 37 strains were used in this study
(Table 1 and 2). They were obtained from various
sources and included isolates from clinical samples,
PIE, PIF raw ingredient, PIF production environment,
PIF handlers’ hands and nipple, as well as reference
strains of Cronobacter spp. and isolates previously
identified as E. sakazakii/ Cronobacter spp. from culture
collections. Nineteen additional reference strains were
used as negative controls in the PCR assays (Table 3).
Stock cultures were maintained at -20 °C in brain heart
infusion broth (BHI; Merck) containing 20% glycerol
(Merck). Inocula for each experiment were prepared by
transferring one loopful from the stock tube into 3 mL-
fresh BHI broth and incubating at 35 °C for 24 hours,
unless otherwise stated. For daily use, cultures were
maintained at 4 °C on nutrient agar (Merck).
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Table 1. Origin and phenotypic and molecular characterization of Cronobacter strains.

Phenotypical behaviour Detection by PCR of
Supplying . . Original eonTenGonnl gluA v dnaG Final
labs Original code identification Source Brochemieal API20E Vitek 32 ID 32 Biogroup ZYM v3 identification
- (% match) (% match) (% match) type* 1680 105 952 78 pb
pb pb pb P
C. malonaticus (ESIIS‘ll];!/lzak” E. sakazakii E. sakazakii
ucD? CDC 1058-77 Clinical C. malonaticus T (61)/ Kluyvera ‘ 9 1 + + + + C. malonaticus
(T)e E. amnigenus 1 . (22) (99.9)
(31.7) P
UCD 3032 C. turicensis (T) Clinical C. turicensis LBEL E. sakazakii (98) LI 16 2 + + + + C. turicensis
(98.4) (99.9)
E. sakazakii
UCD E 922 C. sakazakii Clinical C. sakazakii (51'1)/‘ E. sakazakii (98) E. sakazakii 2 3 + + + + C. sakazakii
E. amnigenus 1 (99.9)
(31.7)
UCD E 785 C. sakazakii Clinical C. sakazakii e E. sakazakii (98) L L0 1 4 + + + + C. sakazakii
(98.4) (99.9)
ucD CDC996-77  C. sakazakii  Clinical C. sakazakii fg 85“4];““‘](” E. sakazakii (98) fg ;‘;’;“Z”k" 3 5 + + + +  C sakazakii
E. sakazakii
ucD CDC3128-77 C.sakazakii  Clinical G O E. sakazakii (97) - Skazakii ;) 6 + 4+ 4+ +  C sakazakii
E. amnigenus 1 (99.9)
(31.7)
ucD HPB2856  C.sakazakii  Clinical C sakazakii T SOKazakii g oaii (og) T skazakil 7 + + + +  C sakazakii
(98.4) (99.9)
00597(ATCC¢ E. sakazakii E. sakazakii
INCQS 29544) C. sakazakii (T) Clinical C. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) (99.9) 1 9 + + + + C. sakazakii
E. sakazakii
00583(ATCC . . (51.1)/ ; E. sakazakii .
INCQS BAA 894) C. sakazakii Unknown C. sakazakii E. amnigenus 1 E. sakazakii (99) 99.9) 2 9 + + + + C. sakazakii
(31.7)
HCSC! HPB 2871 CGraiirgiad Milk powder  C. sakazakii L2, S ) E. sakazakii (99) L2 Gzl ) 1 8 + + + + C. sakazakii
spp. (98.4) (99.9)
E. sakazakii
(51.9)/ ..
uspe 2A Cronobacter Milk powder  C. malonaticus E. amnigenus 1 E. sakazakii (96) E. sakazakii 9 9 + + + + C. malonaticus
spp- (99.9)
(30.8)/
E. cloacae (17)
USP 4A SCpr;)éohucter Milk powder  C. sakazakii fQ ;i’;ﬂmk” E. sakazakii (99) (Eg ;gﬁazakll 1 9 + + + + C. sakazakii
E. sakazakii
HCSC HPB 2875 Cronobacter Milk powder  C. sakazakii (51'9)/_ E. sakazakii (98) E. sakazakii 2 9 + + + + C. sakazakii
spp. E. amnigenus 1 (99.9)
(30.8)
E. sakazakii
HCSC HPB 2876 Grorairzgia: Milk powder  C. sakazakii (51‘9)/, E. sakazakii (98) L8 SO 2 ) 2 9 + + + + C. sakazakii
spp. E. amnigenus 1 (99.9)
(30.8)
UCDh E 782 C. sakazakii Milk powder  C. sakazakii E. sakazakii E. sakazakii (98) E. sakazakii 1 5 + + + + C. sakazakii
(98.4) (99.9)
.. . . .. E. sakazakii . E. sakazakii »
UCD CFS 10 C. sakazakii Raw ingredient C. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) (99.9) 8b 4 + + + + C. sakazakii
USP 3A Cronobacter Environmental C. sakazakii E. sakazakii E. sakazakii (99) E. sakazakii 1 9 + + + + C. sakazakii
spp. (98.4) (99.9)
i 3 .. P. agglomerans »
UCD CFS 237 C. dublinensis Environmental C. dublinensis el (95)/ E. e 12 11 + + + + C. dublinensis
(T) (99.9) ; (99.9)
sakazakii (3)
leallg{/lmk” E. sakazakii E. sakazakii
UCD CFS 101 C. sakazakii Environmental C. sakazakii Y (74)/ . 2 6 + + + + C. sakazakii
E. amnigenus 1 (99.9)
E. cloacae (24)
(31.7)
C. C. . " C.
UCD NCTC 9529  gemonospecies Environmental gemonospecies fg ;)u kazakii E. sakazakii (99) 59 ;t;/;uzaktl 16¢ 12 + + + + gemonospecies
1(T) 1 ’ 1
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FUNED!

HCSC

HCSC

10C

INCQS

INCQS

INCQS

1390 C. sakazakii
LIPB 2887 Cronobacter
spp.
HPB 2891 Cronobacter
spp.
10C-PC Cronobacter
Spp.
WL C. muytjensii
51329) s
00115(ATCC ..
29044) C. sakazakii
00580(ATCC ..
12868) C. sakazakii

Utensil (nipple) C. sakazakii

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

C. sakazakii

C. sakazakii

C. sakazakii

C. muytjensii

C. sakazakii

C. sakazakii

E. sakazakii
(98.4)
E. sakazakii
(98.4)

Unacceptable
profile

E. sakazakii
(98.4)/

E. cloacae (1.5)
E. sakazakii
(99.9)

E. sakazakii
(97.3)

E. sakazakii
(98.4)

E. sakazakii

E. sakazakii (99) 3

(99.9)
E. sakazakii

E. sakazakii (96) 1

(99.9)
E. sakazakii
(99.9)

E. sakazakii (95) 1

E. sakazakii

(doubtful
profile)

E. sakazakii

(99)/ 3
E. cloacae (1) (99.9)

E. sakazakii (99) g;’;’;ﬂmk" 15
E. sakazakii (98) ggszl;azakn 1
E. sakazakii (98) 59 ;(;I;azaku

10 + +
9 + +
9 + +
9 + +
10 + +
10 + +
9 + +

+ C. sakazakii
+ C. sakazakii
+ C. sakazakii
+ C. sakazakii
4 C. muytjensii
+ C. sakazakii
+ C. sakazakii

@ - code of enzymatic profile in APT ZYM; ® -S. Fanning, Centre for Food Safety, University College Dublin, Belfield, Dublin 4, Ireland; © - type
strain; ¢ - Colegdo de Culturas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide (INCQS), Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil; ¢ - American
Type Culture Collection; f - J. M. Farber, Bureau of Microbial Hazards, Health Canada, Ottawa, Canada; ¢ - M. T. Destro, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Brazil;» - M. C. C. Silva, Laboratdrio Central de Satde Publica, Minas Gerais, Brazil; ' - M. D. Asensi,
Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil.

Table 2. Origin, phenotypic and molecular characterization of the Brazilian non-Cronobacter strains.

Phenotypical behavior Detection by PCR of
Suppli Original Original i Final
uppliyng Driginal DHSIE o gource Conventional — ,, op Vitek32(%  ID32 gl VINES e
labs code identification biochemical identification
— (% match) match) (% match) 1680 pb 105pb 952pb 78 pb
E. sakazakii
UERJ? Al Cronobacter Clinical E. cloacae (51.1)/ X E. cloacae (98)  E. cloacae (99.9) - - - E. cloacae
spp. E. amnigenus 1
(31.7)
Cronobacter . E. sakazakii E. cloacae (97)/
b - - - -
10C! D2 - Clinical E. cloacae (99.9) E. sakazakii (2) E. cloacae (99.9) E. cloacae
10C 501 M Cronobacter Clinical E. cloacae E. sakazakii E. cloacae (,,97)/ E. cloacae (99.9) - - - - E. cloacae
spp. (98.4) E. sakazakii (2)
Cronobacter Bordetella/ Acinetobacter
10C 8F s Clinical NC¢ Alcaligenes/ lwoffii/junii NC - - - - NC
PP Moraxella spp. (99)
E. sakazakii E. cloacae (70)/
10C 57L SCronobacter Clinical SEnterobacter (86.6)/ E. sakazakii E. gergoviae (99.9) - - - SEnteruhacter
PP- PP- E. gergoviae (11) ~ (15) PP-
d §
UER] M1 Cronobacter PIF¢ handler’s  Enterobacter Enter(?bacter E. cloacae (98)  E. asburiae (99.9) ) ) ) ) Enterobacter
spp. hand spp. asburiae (82.3) spp.
UER] M3 Cronobacter PIF handler’s E. cloacae E. cloacae (90.9)  E. cloacae (99) E. clvaca'e (544)/ - - - - E. cloacae
spp. hand E. asburiae (45.4)
UER] M 12 Cronobacter PIF handler’s  Enterobacter Enten?bacter E. cloacae (98)  E. asburiae (99.9) ) ) ) ) Enterobacter
spp. hand spp. asburiae (82.3) spp.
USP: 5A Cronobacter Environmental E. cloacae E. cloacae (,,95)/ E. cloacae (94)  E. cloacae (60.2) - - - - E. cloacae
spp. E. sakazakii (3)
Escherichia
vulneris (66.2)/ B g Escherichia
USP N1 Gl Environmental E. helveticus Buttm'u G (88)/ P vuln{ms(66.2)/ - - - - E. helveticus
spp. agrestis (44.2)/ el Buttiauxella
Pantoeae spp. 8 agrestis (44.2)/
(6.3)

2- A. C. F Almeida & M. L. P. Queiroz, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Brazil; ® - M. D. Asensi,
Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil; -Not Classified; ¢ - Powdered Infant Formula; ¢ - M. T. Destro, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Brazil.
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Table 3. Reference strains used as negative controls in PCR assays.

INCQSa Code Original code Microorganism
00073 ATCCb 8090 Citrobacter freundii
00145 ATCC 13048 Enterobacter aerogenes
00146 ATCC 23355 Enterobacter cloacae
00074 ATCC 13047 Enterobacter cloacae
00586 CDCc 6453 Enterobacter gergoviae
00310 ATCC 11775 Escherichia coli
00033 ATCC 25922 Escherichia coli
00507 CTCd 0182/CIP 79.32 Klebsiella oxytoca
00083 ATCC 4352 Klebsiella pneumoniae
00147 ATCC 13883 Klebsiella pneun?onia
subsp. pneumonia
00201 ATCC 14029 Plesiomonas shigelloides
00332 ATCC 29906 Proteus mirabilis
00106 ATCC 13315 Proteus vulgaris
00323 ATCC 29944 Providencia rettgeri
00113 ATCC 15175 Pseudomonas putida
00028 ATCC 10708 Salmonella Cholerasuis
00258 ATCC 13076 Salmonella Enteritidis
00150 ATCC 14028 Salmonella Typhimurium
00100 ATCC 13880 Serratia marcescens

@ _ Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde; - Ameri-
can Type Culture Collection; © - Center for Disease Control and Pre-
vention; ¢ - Cole¢do de Culturas Tropical.

Identification of Cronobacter spp. by PCR target genes
detection

The study was first conducted using two groups
of organisms, one identified as Cronobacter spp. (E.
sakazakii) plus Cronobacter reference strains (Table 1);
the other group was used as negative controls (Table 2).

The PCR protocols used were that from Hassan et
al.** targeting the V1/V3 hypervariable region of the 16S
rRNA gene and those from Lehner et al.* and Iversen
et al.'® targeting gluA. It was also tested a conventional
PCR method developed by this study using the qPCR
primers designed by Seo and Brackett* targeting dnaG.
For this new protocol, DNA extraction was performed
according to Kothary et al.* with modifications. Briefly,
a single colony from a Tryptone Soy Agar (TSA; Difco)
plate was transferred to 5 mL BHI broth and incubated
at 37 °C on a shaker (150 rpm; Orbit-Shaker/Lab-Line)
to obtain approximately 6 x 10° CFU/mL (as previously
determined by optical density experiments). From each
culture, 2 mL-aliquots were centrifuged at 6,000 x g
for 10 minutes, and pellets were re-suspended in 500
uL of sterile distilled water and heated at 100 °C for
15 minutes in a heating block (Dri-bath type 17600,
Barnstead/Thermolyne). The aliquots were immediately

cooled and stored at -20 °C for further use. The PCR
reactions (Invitrogen reagents) were carried out in a total
volume of 50 pL containing 3 pL of DNA template, 1 x
Taq polymerase buffer, 2.0 mM MgCl, 100 uM of each
dNTP, 5 pmol of each primer and 2 U Taq polymerase.
Reactions were carried out in a Peltier Thermal Cycler
(M] Research) using an initial denaturation step at 94
°C for 2 minutes, followed by 30 cycles of 94 °C for 30
seconds, 60 °C for 30 second, 72 °C for 30 second and a
final elongation step at 72 °C for 4 minutes. PCR products
were applied to a 2% TAE (wt/vol) agarose (Sigma) gel,
and electrophoresis was carried out (PowerPacBasic/
BioRad) at 80 V. After ethidium bromide staining, images
were digitized with the Video Documentation System
(Pharmacia Biotech) and analyzed with ImageMaster
software (Amersham Pharmacia Biotech). All of the
experiments were performed in duplicate and repeated
on separate days.

Evaluation of Cronobacter spp. behavior using the
ISO/TS 22964:2006 methodology

All 37 cultures were grown in 10 mL-buffered
peptone water (BPW; Merck) at 37 °C for 18 hours, and
an aliquot of 0.1 mL from each culture was inoculated
into modified Lauryl Sulfate Tryptose broth with
vancomycin (mLST/v)'® and incubated at 44 °C for 24
hours according to the ISO protocol. After incubation,
the cultures were streaked onto Enterobacter Sakazakii
Isolation Agar (ESIA; AES Chemunex), the chromogenic
agar described in the current ISO technical specification
for detection of E. sakazakii. Similarly, the cultures were
also applied to Brilliance Enterobacter Sakazakii Agar
(Druggan-Forsythe-Iversen formulation) (DFI; Oxoid)
and Enterobacter Sakazakii Plating Medium (ESPM;
R&F Products Inc.). The strains that showed no turbidity
on mLST/v were streaked onto the surface of the solid
media by a loopfull of growth from BPW. ESIA plates
were incubated at 44 °C for 24 hours, and DFI and ESPM
were incubated at 35 °C for 24 hours. Typical and atypical
colonies from ESPM were streaked on Enterobacter
Sakazakii Screening Medium (ESSM; R&F Products Inc.)
to test for acid production from melibiose and sucrose.
ESSM plates were incubated at 35 °C and observed after 6
and 24 hours. Tests for yellow pigment production were
performed by streaking a loopful of the cultures onto
Tryptone Soy Agar (TSA; Difco) plates. After incubation
at 25 °C for 48 hours, plates were maintained at 25 °C
under illumination for additional 72 hours.
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Phenotypic tests

Phenotypic characterization was conducted
according to Farmer et al”’ and Iversen et al.”®. The
biochemical tests performed were: motility at 37
°C, acid production from carbohydrate (D-sucrose,
D-melibiose, D-raffinose, D-sorbitol, L-rhamnose,
D-cellobiose, adonitol, myo-inositol, dulcitol and
methyl-a-D-glucopyranoside), gas production from
glucose and methyl-a-D-glucopyranoside, utilization
of citrate as a sole carbon source, malonate utilization,
MR-VP test, indole production and nitrate reduction.
Presumptive Cronobacter speciation of strains received
as E. sakazakii was conducted through the identification
of corresponding biogroups, according to Iversen et al.".
The miniaturized kits API 20E, API ZYM, ID 32F and the
Vitek 32 system (bioMérieux) were also used according
to the manufacturer’s instructions.

Evaluation of sensitivity and specificity of the
identification systems

The sensitivity and the specificity of the
identification systems were determined by comparing
results with the gluA PCR results'®, which were considered
in this study as a gold standard for Cronobacter spp.
identification. Sensitivity and specificity were calculated
according to Greenhalgh®. Since Cronobacter and
E. sakazakii are contaxic, the new nomenclature
(Cronobacter) was used when comparing the results.

RESULTS

Identification of Cronobacter spp. by PCR target genes
detection

Among the 37 cultures from the first group
(Tables 1 and 2), 27 produced the expected fragment of
78 bp that is characteristic for Cronobacter spp.”> when
the PCR protocol developed by this study was used (Table
1). However, along with the negative control strains,
strains A1, D2, 501M, 8F, 57L, M1, M3, M12 5A and N1
(isolated in Brazil and sent to our laboratory after being
biochemically identified as E. sakazakii) did not produce
the expected amplicon (Table 2). Similar results were
obtained for gluA using both pairs of primers'®* and for
the V1/V3 hypervariable region of the 16S rRNA gene*,
indicating consistency between the reference methods
and the protocol proposed in this study.

The sensitivity and the specificity of the proposed
protocol were 100% (Table 4). The same values were
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observed for the protocol of Hassan et al**; however, this
protocol showed repeatability problems in our hands
(data not shown).

Cronobacter behaviour using ISO/TS 22964:2006
methodology

ISO/TS 22964:2006'¢ is the technical specification
for the detection of Cronobacter spp. in milk powder, PIF
and environmental samples collected from milk powder
or infant formula plants. This method was published
before the reclassification of E. sakazakii as Cronobacter
spp. and is currently in use by several researchers and
companies across the globe. In this study, test and
reference strains of Cronobacter spp. were inoculated
in mLST/v broth, and the ISO protocol was followed.
Surface plating was performed on ESIA, DFI and ESPM
agars; these media all exploit the a-glucosidase activity
of Cronobacter spp. Typical and atypical colonies from
ESPM were tested for acid production from melibiose and
sucrose on the surface of ESSM, according to Restaino et
al.*. Cronobacter cultures are expected to give positive
results for both carbohydrates.

In this study, all but two Cronobacter strains
were able to grow well in the selective enrichment
broth mLST/v (Table 4). Strains HPB 2856 and NCTC
9529 showed a very weak and almost imperceptible
growth. Some non-Cronobacter strains were also able to
grow in the selective enrichment broth, but only strain
N1 (Enterobacter helveticus) produced characteristic
colonies on the three chromogenic agars tested (Table 4).
However, this isolate did not produce acid from sucrose
on the ESSM medium. All Cronobacter spp. isolates and
reference strains presented typical colonies (blue-black
colonies with or without a clear halo) after a 24-hour
incubation at 35 °C on ESPM medium, although the type
strain of Cronobacter genomospecies 1 (NCTC 9529)
showed poor growth with few small, blue-grey colonies
with clear halos (data not shown). In this study, the
6-hour incubation period proposed by Restaino et al.*’
was not sufficient to detect the production of acid from
melibiose on ESSM medium by six Cronobacter spp.
strains (C. sakazakii ATCC 29544, ATCC 29004, CFS
10, HPB 2856, C. turicensis 3032 and C. dublinensis CES
237), and the acid production from sucrose by five other
isolates (C. sakazakii 4A, HPB 2887, ATCC 12868, IOC-
PC and C. malonaticus CDC 1058-77) was very weak.
This result can generate misidentification of an isolate.
After additional 18 hours of incubation, all isolates
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Table 4. Sensitivity and specificity of modified Lauryl Sulfate Tryptose broth/vancomycin (mLST/v), yellow pigment production on Tryptone
Soy Agar (TSA), isolation culture media, phenotypic and molecular assays

Culture media Production Phenotypic assays Molecular assays
wth i f yell i
Species Growth in o. yellow C.onventl'ona.l dnaG  VI/V3
mLST/v* DFI ESIA ESPM ESSM pigmenton biochemical ~API20E VITEK32 ID32E gluA PCR
b PCR PCR
TSA tests
All Cronobacter spp. (positive - 2727 2727 27/27 26127 26/27 27/27 2727 26/27 2727 27027 27127 27127
results/ tested strains)
Other Enterobacteriaceae
L. . 6/10 1/10  1/10 1/10 NA« 8/10 0/10 4/10 0/10 0/10 0/28 0/28 0/28

(positive results/ tested strains)
Non-Enterobacteriaceae strains NT NT NI NI NT NT NT NT NT /1 o1 o
(positive results/ tested strains)
Sensitivity (%) 93.1 100 100 100 96.4 96.4 100 100 96.4 100 100 100 100
Specificity (%) 62.5 90.9 90.9 90.9 NA 55.6 100 71.4 100 100 100 100 100

a - modified Lauryl Sulfate Tryptose broth/vancomycin (mLST/v); b - Triptone Soy Agar; ¢ - Not Applicable; d - Not Tested.

showed positive results for melibiose in this medium. The
strain C. sakazakii HPB 2891 showed a negative result for
acid production from sucrose even after the additional
18-hour incubation period (Table 4).

The isolation media used in this study, DFI, ESIA
and ESPM, were 100% sensitive (Table 4), while ESSM
was 96.4% sensitive. The specificities of the DFI, ESIA
and ESPM agars were all 90.9% (Table 4).

Production of yellow pigment was detected in all
but one strain of Cronobacter spp. (C. sakazakii CDC 996-
77), which developed a cream-coloured colony (Table 4).
All the non-Cronobacter isolates, with the exception of
isolates 57L and 5A, showed yellow-pigmented colonies
on TSA (Table 4), indicating the low specificity of this
test.

Phenotypic characterization

All the isolates and reference strains were
phenotypically assessed using conventional biochemical
assays recommended by the ISO methodology and
the commercial kits API 20E, ID 32E and the Vitek 32
system. The identification schemes proposed by Farmer
etal.” and Iversen et al.”® were also applied to the isolates,
which were characterized into biogroups (Tables 1 and 2).
Presumptive Cronobacter speciation was determined by
correlating biogroups with species, according to Iversen
et al.'. The results given by the commercial tests (API
20E, Vitek 32 system and ID 32E) are presented using
the former taxonomy (E. sakazakii) because the database
for these kits had not been updated when this paper was
prepared.

Using ID 32E, all Cronobacter strains were
identified as E. sakazakii with percentage matches of
99.9% (Table 1), although strain HPB 2891 was designated
as “doubtful profile”. The Vitek 32 system confirmed the

identity of all Cronobacter cultures except for the type
strain C. dublinensis (CFS 237), which was misidentified
as Pantoea agglomerans, with a percentage match of 95%
and with only a 3% likelihood of being E. sakazakii. Most
of the Cronobacter strains were correctly identified by
the Vitek system, with values above 95%, except for the
type strain of C. malonaticus (CDC 1058-77) and the
C. sakazakii strain CFS 101, which showed percentage
matches of 61% and 74% respectively (Table 1).

The results obtained with API 20E were, in
some instances, in disagreement with the results of the
conventional biochemical assays and with those of the
other commercial kits. Strain HPB 2891 was considered
by this kit’s database as an “unacceptable profile”. Two
strains of C. malonaticus (type strain CDC 1058-77 and
2A) and six cultures of C. sakazakii (E922, CDC 3128-
77, HPB 2875, HPB 2876, CFS 101 and ATCC BAA
894) presented very low percentage matches (51.1%) for
E. sakazakii (Table 1). In addition, API 20E identified
four non-Cronobacter strains (Al, D2, 501M e 57L) as
E. sakazakii, most of them with high percentage values
(Table 2).

Those strains confirmed as Cronobacter were
subjected to enzymatic activity evaluation using the
API ZYM (bioMérieux) kit. Twelve different enzymatic
profiles were observed, and they were designated as
“ZYM-types” 1 through 12 (Table 1). All strains showed
a-glucosidase activity, characteristic for the genus.
ZYM type 9 was the most prevalent, with 11 isolates
(ten C. sakazakii and one C. malonaticus) showing this
enzymatic profile. C. turicensis 3032, C. dublinensis CFS
237 and C. genomospecies 1 NCTC 9529 were the only
strains classified as ZYM types 2, 11 and 12 respectively.
C. malonaticus type strain (CDC 1058-77) was classified
as the unique ZYM type 1 strain (Table 1), while the
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other C. malonaticus strain (2A) was designated as ZYM
type 9, similar to most of the strains evaluated in this
study. C. sakazakii strains E922, HPB 2856 and HPB
2871 also presented unique profiles, designated as ZYM
types 3, 7 and 8, respectively. The strain ATCC 51329 (C.
muytjensii) showed the same enzymatic profile as two C.
sakazakii strains (ATCC 29004 and isolate 1390).

The specificity and the sensitivity of the
conventional biochemical assays and ID 32E were 100%
(Table 4). The API 20E kit, frequently used by researchers
and by food quality control/assurance laboratories for the
identification of microorganisms present in PIF, showed
100% sensitivity but 71.4% specificity. On the other hand,
the Vitek 32 system showed 100% specificity and 96.4%
sensitivity (Table 4).

DISCUSSION

Cronobacterisamicrobiological hazard associated
with infant formula consumption and recognized as a
cause ofhigh case morbidityand mortalityin neonates. The
conventional methods for the detection of Cronobacter
spp. are time-consuming and labor-intensive. There has
also been a lack of consistency between results obtained
with different detection and identification methods'**.
Despite all of the disadvantages, these conventional
methods have been widely used for the detection of this
genus in PIF at many countries’ entry-exit inspection
ports and quarantine bureaus®..

This study used 37 strains, comprising isolates
previously identified as E. sakazakii/Cronobacter spp.
plus reference strains of Cronobacter to compare the
results of the molecular assays (PCR detection of dnaG,
gluA and V1/V3 hypervariable region of the 16S rRNA
gene region) to phenotypic profiles obtained by ISO
methodology, conventional biochemical assays and
miniaturized kits (API 20E, ID 32E, the Vitek system and
API ZYM).

During the PCR assays, 19 reference strains (Table
3) of species commonly misidentified as Cronobacter
spp. (negative controls) were included to evaluate a
conventional PCR protocol for dnaG gene detection
using the primers designed by Seo and Brackett®. The
original protocol has been used by several authors with
consistent results'®!® 23234,

The proposed PCR protocol (dnaG) and the other
PCR protocols (gluA and V1/V3) identified 27 cultures
as Cronobacter spp. (Table 1), and these genes were not
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detected in the strains used as negative controls. Results
obtained using the new method, targeting dnaG, showed
equivalence to the protocol targeting gluA (Tables 1, 2
and 4). The results indicated that this protocol was 100%
sensitive and specific. The gluA protocol was chosen as
the gold standard for this study because it was considered
100% sensitive and specific by Iversen et al.'.

Most of the strains isolated in Brazil were not
confirmed as Cronobacter when the PCR protocols were
used. According to the biochemical identification, they
were classified among species commonly misidentified as
Cronobacter (Table 2). One of these strains (8F) showed
very low metabolic activity and could not be classified.
Another strain (N1) was identified as a member of the
recently described species E. helveticus®. This species can
be found in the same ecological niches as Cronobacter,
such as dried food products and factory environments, and
it yields presumptively positive colonies on chromogenic
agars designed for Cronobacter detection. These results
show that molecular methods are faster and more reliable
than some phenotypicassays for Cronobacteridentification.

In this essay, it was verified that the selective
enrichment step of the ISO/TS 22964:2006 method can be
inhibitory to some Cronobacter strains (C. sakazakii HPB
2856 and C. genomospecies I type strain NCTC 9529)
(Table 4). Limitations of the mLST/v enrichment broth
have been reported elsewhere!”**3. Further tests using
regular LST formulation with and without vancomycin
followed by incubation at 35 °C and 44 °C indicated that
the inhibitory factor was the 44 °C temperature (data
not shown). However, it is interesting to note that these
strains were able to grow on ESIA at 44 °C. Thus, it may
be a synergistic effect between the 44 °C temperature
and the selective agent (sodium lauryl sulphate) in the
culture medium. Proposals of new methodologies for
Cronobacter spp. detection must consider the possible
inhibitory effect of this temperature.

The chromogenic agars tested (ESIA, DFI and
ESPM) showed equivalent performances, detecting all
the Cronobacter isolates (Table 4). However, all three
chromogenic agars supported the growth of the isolate
N1 (E. helveticus), which also produced colonies typical
of Cronobacter spp. on these media (Table 4). This isolate
showed typical features of Cronobacter spp. in the selective
enrichment and therefore could be presumptively
identified as Cronobacter. However, the isolate did not
produce acid from sucrose on ESSM agar and was not
misidentified as Cronobacter by any of the identification
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schemes used (Tables 2 and 4). DFI and ESPM agars
were included in this study for performance evaluation
because the new FDA protocol detection method, which
is in process of validation®, incorporates these media for
the isolation of Cronobacter spp. colonies.

The use of ESSM as another tool for screening
has to be evaluated with care. The 6-hour incubation
period suggested by Restaino et al** did not prove
reliable in this study, with eleven (40.7%) Cronobacter
isolates generating negative or doubtful results; a 24-hour
incubation was necessary for consistent results. Iversen
et al.'"® had the opposite problem, as they found transient
melibiose-positive results at 6 hours. Additionally,
sucrose-negative isolates, such as HPB 2891 (Table 4),
may not be identified. For this reason, ESSM agar was
considered 96.4% sensitive. This possibility has to be
taken into account when using a culture media that
utilizes this carbohydrate as a marker for Cronobacter
Spp-

Cronobacter spp. was previously designated as
“yellow-pigmented E. cloacae”. Based on this feature, the
USFDA" and the ISO method' cite the use of yellow
pigmentation as an indication of positive E. sakazakii
(Cronobacter spp.) isolates. In this study, detection of a
non-yellow pigmented Cronobacter isolate (C. sakazakii
CDC 996-77) and yellow-pigmented non-Cronobacter
isolates (A1, D2, 501M, 8F, M1, M3, M12 and N1) shows
that this criterion is unreliable (Table 4). Moreover, it
is possible that the ability of the Brazilian isolates to
produce yellow pigment may have contributed to the
misidentification of these strains during presumptive
identification.

As previously described', the type strain of C.
muytjensii (ATCC 51329) was the only Cronobacter
culture that did not produce acid from methyl-a-D-
glucopyranoside (data not shown). This strain developed
typical colonies on the chromogenic agars, showed
a-glucosidase activity detected by the commercial kits
(ID 32E and API ZYM) and was positive for gluA by PCR
assay. This result can be attributed to a possible difference
between Cronobacter spp. in either specificity or
inductility of the a-glucosidase enzyme and/or transport
mechanism for the different glucopyranosides'®.

In this study, no correlation between enzymatic
profiles and Cronobacter species, biogroups or origin of
the isolates could be determined. Except for C. sakazakii
and C. malonaticus, only one isolate from each species
was tested, jeopardizing the comparison. Additional

studies using a higher number of strains from each
species and/or biogroups would be required to evaluate
a possible relationship.

A comparison of the results for the identification
of Cronobacter spp. obtained with the commercial kits
showed that ID 32E was 100% sensitive and specific.
These results are similar to those reported elsewhere***
using the database version 3.0, available since the end
of 2006. Reports of false-positive and false-negative
results by ID 32E** were obtained with the previous
database.

In this study, the Vitek 32 system showed a
specificity of 100% but a sensitivity of 96.4%, which is in
contrast to Fanjat et al.*’, who reported a 100% sensitivity
for the identification of E. sakazakii (Cronobacter)
using the system. Low sensitivity represents false-
negative results and may lead to problems in food safety
(production/quality assurance) or in public health
(pathogen identification) laboratories.

In thisstudy, API20E showed a sensitivity of 100%,
but its specificity was only 71.4%, the lowest specificity
among the tested kits. Although this is the most widely
used miniaturized kit for confirmation of presumptive
Cronobacter colonies, several reports of false-positive
and false-negative results can be found'®***>*. Therefore,
the authors believe that the use of API 20E for the
identification of Cronobacter should be evaluated with
care, and ID 32E should be used preferentially.

Recently, Lampel and Chen* reported a new
method devised by the FDA for the detection of
Cronobacter spp. in PIE. According to these authors,
the protocol is currently undergoing a collaborative
validation study for final adoption into the FDA’s
Bacteriological Analytical Manual. This new method
incorporates a bi-functional real-time PCR-based
assay utilized as a screening tool and also for culture
confirmation. FDA methodologies have been commonly
adopted as official methods by many countries. However,
the qPCR protocol may represent a technical barrier
to those laboratories that do not have the financial,
technical or physical resources to host the necessary
equipment. Therefore, alternative molecular methods
need to be considered for those laboratories, such as the
use of the conventional PCR protocol targeting dnaG
proposed in this study. Thus, the developed conventional
PCR protocol has proven its usefulness and effectiveness
and it can be a good alternative for those laboratories not
able to perform qPCR assays.
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CONCLUSION

Most of the Brazilian isolates previously identified
as Cronobacter spp by phenotypic characterization were
not confirmed by the PCR protocols used in this study.
Thus, we propose the use of PCR protocols targeting gluA
and dnaG to complement the detection or identification
of Cronobacter spp. after traditional isolation and
identification methods.
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RESUMO

O consumo de dgua mineral tem sido associado a um estilo de vida saudavel e a crenca, por parte dos
consumidores, de que esse produto é relativamente seguro. A RDC n. 275/05 determina os padroes
microbiolégicos para dgua mineral natural e dgua natural no Brasil. Este trabalho teve como objetivo
comparar as técnicas de filtragio em membrana e de nimero mais provavel (NMP) pela avaliagdo da
qualidade microbiolégica de amostras de dgua mineral natural envasilhadas em garrafées de 20 litros,
comercializadas no Municipio do Rio de Janeiro, Brasil. Das 31 amostras representativas (no total de
155 unidades amostrais) analisadas, 22 (70,97%) apresentaram-se insatisfatorias em virtude de ocorréncia
de coliformes termotolerantes em duas (6,45%) amostras, independentemente da técnica utilizada. A
contagem de coliformes totais acima do limite especificado foi evidenciada em trés amostras (9,68%), de
enterococos em uma amostra (3,23%), de P. aeruginosa em 21 (67,74%) e de clostridios sulfito redutores
em duas amostras (6,46%). A técnica do NMP apresentou maior sensibilidade na detec¢do dos grupos
de micro-organismos relacionados na resolugdo supracitada. Portanto, esta técnica demonstrou ser mais
eficiente para executar o controle da qualidade microbiologica de agua potavel.

Palavras-chave. agua mineral, qualidade microbioldgica, filtragio em membrana, niimero mais provavel.

ABSTRACT

Mineral water consumption has been associated with a healthy lifestyle, and many consumers believe
that this is a relatively safe product. In Brazil, the RDC no. 275/05 regulates the microbiological standards
for mineral and natural waters. This study aimed at comparing the membrane filtration and the most
probable number (MPN) techniques for analyzing the microbiological quality of natural mineral water
samples bottled into 20-liter containers, commercialized in Rio de Janeiro, Brazil. Of 31 representative
samples (a total of 155 units), 22 (70.97%) were unsatisfactory. Among these noncompliant samples, fecal
coliforms were detected in two (6.45%). Total coliforms count above the established limit was observed
in three samples (9.68%), being enterococci in one sample (3.23%); P. aeruginosa in 21 (67.74%) and
sulfite-reducing clostridia in two (6.46%). The MPN technique showed highest sensitivity for detecting the
microorganisms groups specified in the above mentioned regulation. Thus, the MPN technique proved to
be mostly efficient and suitable for monitoring the microbiological quality of potable waters.

Keywords. mineral water, microbiological quality, membrane filtration, most probable number.
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INTRODUCAO

A agua mineral natural é obtida diretamente de
fontes naturais ou por extragdo de dguas subterraneas,
caracterizada pelo contetido definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos e outros
constituintes considerando-se as flutua¢cdes naturais'.
Durante a penetra¢do no solo, a agua perde parte da
carga bacteriana e matéria orgénica em suspensdo. Ao
emergir ou ap0ds captagdo, apresenta composi¢ao fisico-
quimica distinta, além de uma microbiota autdctone,
em niveis baixos®>. Os micro-organismos predominantes
sdo bacilos Gram-negativos, como as bactérias dos
géneros Pseudomonas, Flavobacterium e Moraxella/
Acinetobacter’.

O consumo de dgua mineral estd associado
a um estilo de vida saudavel e a crenga, por parte
dos consumidores, de que se trata de um produto
relativamente seguro*’. O aumento do consumo deste
produto no Brasil se deu principalmente pela insatisfagdo
do consumidor com a agua dos sistemas publicos de
abastecimento e pela falta de suprimentos de d4gua potavel
segura durante viagens*®’.

Com isso, a produgdo brasileira de 4gua mineral
envasada passou de 3,73 bilhdes de litros em 2001 para
4,37 bilhoes de litros em 2008. Neste mesmo ano, o Brasil
foi o quarto consumidor mundial de 4guas engarrafadas®.

No Brasil, entre 1999 e 2008, foram notificados
343 surtos ocasionados por égua contaminada, com
a ocorréncia de oito dbitos. Desses surtos, em 314 nio
houve especificagdo da origem da dgua, e outros 15 foram
ocasionados devido ao consumo de dgua mineral’.

Agua mineral natural ndo deve representar
risco a saude do consumidor'®. Neste sentido, as
esferas governamentais tém desenvolvido padrdes de
regulamentagao para proteger a populagdo de doengas
de origem hidrica. Em 2005, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria publicou a RDC n° 275, que passou
a determinar as caracteristicas microbioldgicas para agua
mineral natural e agua natural. Este regulamento prevé,
para amostras representativas, a auséncia de Escherichia
coli ou coliformes termotolerantes em cinco unidades
amostrais e o limite de até 2,0 UFC/100 mL ou 2,2
NMP/100 mL em uma das cinco unidades para coliformes
totais, enterococos, Pseudomonas aeruginosa e clostridios
sulfito redutores e/ou Clostridium perfringens'.

A RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005,
possibilita a utilizacdo das técnicas de filtragio em

membrana e do nimero mais provavel (NMP) para a
quantificagdo das bactérias citadas. As referidas técnicas
sao descritas no Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater'' e nas normas publicadas pela
International Standartization Organization (ISO).

De acordo com o exposto, este trabalho teve
como objetivo comparar duas técnicas de ensaio:
a técnica de filtracio em membrana e a técnica do
NMP para os diferentes micro-organismos citados
na legislacio de agua mineral, a partir da avaliagio da
qualidade microbioldgica de amostras comercializadas
em garrafoes de 20 litros no municipio do Rio de Janeiro.
Os resultados obtidos neste estudo poderao indicar uma
técnica mais sensivel para a analise microbiologica de
agua mineral natural segundo os parametros legais.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 31 amostras representativas de
agua mineral natural, ndo gaseificadas, comercializadas
em garrafes retornaveis de 20 litros, de 15 marcas
distintas (codificadas pelas letras “A” até “O”), entre os
meses de abril a dezembro de 2006, segundo os critérios
preconizados pela RDC n° 275, de 22 de setembro de
2005, Foram analisadas 7 amostras da marca “A”, 4 da
marca “B”, 2 das marcas “C,D,E,F H,J e L’ e 1 das marcas
“G, L K, M, N e O”. A escolha das marcas foi de acordo
com a disponibilidade no comércio do municipio do Rio
de Janeiro durante o periodo de analises. Cada amostra
era composta de 5 garrafoes com a mesma data de envase,
sendo considerados do mesmo lote, perfazendo um total
de 155 garrafées. As andlises foram realizadas no Setor
de Alimentos do Departamento de Microbiologia do
Instituto Nacional de Controle e Qualidade em Saude -
INCQS/Fiocruz.

Analises microbioldgicas

Para cada grupo de micro-organismos, foram
realizados ensaios utilizando as técnicas de filtracao
em membrana e NMP. Os ensaios de enumeragdo de
coliformestotais, coliformes termotolerantes, enterococos
e Pseudomonas aeruginosa foram realizados segundo
a descrigdo no Standard Methods for Examination of
Water and Wasterwater (APHA, 2005)"'. A contagem de
clostridios sulfito redutores foi realizada de acordo com a
norma ISO 6461:1986".
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Enumeragao pela técnica de filtragio em membrana

Aliquotas de 100 mL de cada unidade amostral
foram filtradas em sistema de filtragdo (Millipore)
utilizando membrana estéril de acetato de celulose com
47 mm de didmetro e 0,45 pm de porosidade. Apds a
filtragdo, cada membrana foi transferida para a superficie
do meio de cultura sélido especifico para cada micro-
organismo citado. Para coliformestotais e termotolerantes,
foi utilizado o agar M-Endo (Difco), incubado a 35 +
0,5 °C por 24 horas. As colonias caracteristicas foram
semeadas em caldo verde brilhante bile 2% lactose
(VBBL-Merck), incubados a 35 + 0,5 °C por 48 horas e
em caldo EC (Merck), incubados em banho-maria a 44,5
+ 0,2 °C por 24 horas, para a confirmagido de coliformes
totais e termotolerantes, respectivamente. Os resultados
foram expressos em numero de unidades formadoras
de colonias (UFC) em 100 mL, conforme o calculo:
C=2 (Z * K/ n), onde: C = concentragdo de células
em UFC/mL; Z = contagem das colonias separadas por
caracteristicas; K, = total de colOnias confirmadas de cada
grupo caracteristico; n, = total de colonias testadas de
cada grupo caracteristico.

Para a contagem de enterococos, foi utilizado o
agar mE (Difco) incubado a 41 £ 0,5 °C por 48 horas.
Apés o periodo de incubagdo, a membrana foi transferida
para uma placa contendo meio EIA, incubado a 41 + 0,5
°C por 20 minutos. As colonias caracteristicas foram
submetidas aos testes de produc¢ao de catalase, coloragdo
de Gram, utilizagdo da esculina (Merck) e crescimento
em caldo infusdo cérebro-coragdo (BHI) com 6,5% de
NaCl (Merck) a 45 + 2 °C. O resultado foi expresso em
numero de UFC em 100 mL.

Para a enumeracgao de P. aeruginosa, foi utilizado
o agar M-PA (Difco) incubado a 41,5 £ 0,5 °C por 72
horas. As coldnias caracteristicas foram semeadas em
agar Milk (Difco) e incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas.
O resultado foi expresso em niumero de UFC em 100 mL
conforme o célculo descrito anteriormente.

Para clostridios sulfito redutores, foi utilizado o agar
sulfito-ferro (Merck) incubado a 37 + 1 °C por 48 horas em
atmosfera de anaerobiose com uso de gerador especifico
para este fim (Merck). Foram selecionadas para contagem
as colonias negras. O resultado foi expresso como nimero
de UFC de clostridios sulfito redutores em 100 mL.

Técnica de NMP

Foram semeadas aliquotas de 10 mL de cada
unidade amostral em 10 tubos contendo 10 mL de caldo
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especifico, em dupla concentragao, para cada micro-
organismo.

Para o teste presuntivo de coliformes, foi utilizado
o caldo Lauril Sulfato Triptose (Merck), incubado a 35
+ 2 °C por 48 horas. Os testes confirmatérios foram
realizados da mesma forma que na técnica de filtragdo
em membrana. O numero de coliformes totais e
termotolerantes foram obtidos na tabela de NMP, baseado
no namero de tubos positivos do caldo VBBL e de caldo
EC respectivamente, sendo os resultados expressos em
NMP/100 mL.

Para enterococos, foi utilizado o caldo azida
dextrose (Difco), incubado a 35 + 2 °C por 48 horas. Os
tubos que apresentaram crescimento foram semeados,
pela técnica de esgotamento, em agar PSE (Difco). As
placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. A
confirma¢ao da presenca de enterococos foi realizada
com as mesmas provas descritas na técnica de filtragdo
em membrana. O resultado foi expresso em NMP/100
mL, baseado no nimero de tubos de caldo azida dextrose
que apresentaram resultado positivo nos ensaios
confirmatdrios.

Para o NMP de P. aeruginosa, foi utilizado o
caldo asparagina, preparado por formulagio', incubado
a 35+ 2 °C. Apds 48 horas de incubagio, os tubos foram
avaliados em aparelho gerador de luz ultravioleta a 365
nm (Spectroline”, Westbury, Nova York, EUA). Os tubos
que apresentaram producdo de pigmento fluorescente
foram submetidos ao teste confirmatério em caldo
acetamida, preparado por formulagdo', incubado a 35 +
2 °C por 36 horas. O resultado foi expresso em NMP/100
mL conforme o nimero de tubos positivos que foram
confirmados no caldo acetamida.

O NMP para clostridios sulfito redutores foi
realizado a partir da semeadura em caldo differential
reinforced clostridial medium (DRCM) (Fluka). Os tubos
foram incubadosa 37 + 1 °C em atmosfera de anaerobiose.
Ap6s o periodo de 48 horas, foram considerados positivos
os tubos que apresentaram escurecimento do meio. O
resultado foi expresso em NMP/100 mL, baseado no
nimero de tubos positivos.

Avaliacdo da sensibilidade

Os resultados obtidos pelas técnicas de filtragao
em membrana e NMP na detec¢ao de cada grupo de
micro-organismo foram avaliados em rela¢ido a sua
sensibilidade, como proposto por Greenhalgh'. Nesta
avaliacdo, os resultados positivos obtidos por unidade
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amostral em cada uma das técnicas empregadas foram
considerados como resultados verdadeiros positivos.

O resultado da sensibilidade em percentual foi
determinado conforme o calculo:

S(%) =a/ (a+b) x 100, onde: S = sensibilidade em
percentual; a = verdadeiros positivos; b = falso negativos.

RESULTADOS

De 31 amostras analisadas, 22 (70,97%)
apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatoria e
4 (12,90%), qualidade microbiolégica marginal, segundo
os critérios da RDC n. 275/05' (Tabela 1). Em relacio as
marcas analisadas, 7 (D, E, I, K, L, M e N) estavam em
desacordo em 100% das amostras; 1 (A), em 85,71%; e
5B, C, F HelJ), em 50% das amostras. As marcas G e
O e 1 amostra das marcas H e J apresentaram qualidade
marginal, ou seja, apenas uma unidade amostral revelou-
se entre os limites inferior (< 1,0 UFC ou 1,1 NMP) e
superior (2,0 UFC ou 2,2 NMP) estabelecidos na RDC
ne 275/05'° (Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta a caracterizagao das amostras
de diferentes marcas de agua mineral natural segundo os
pardmetros microbioldgicos da RDC n. 275/05". Foram
consideradas insatisfatorias as amostras que apresentaram
resultados acima dos limites estabelecidos na legislacdo
supracitada em pelo menos uma das técnicas utilizadas.
Duas amostras foram insatisfatérias (6,45%) devido
a presenca de coliformes termotolerantes, sendo uma
analisada pela técnica do NMP e outra por filtragio em
membrana, porém com auséncia de E. coli em ambas.
Trés amostras (9,68%) apresentaram contagem acima do
limite especificado para coliformes totais pela técnica do
NMP, e, destas, apenas uma foi detectada por filtragao em
membrana. Uma amostra (3,23%) foi insatisfatoria devido a
enterococos detectados apenas por filtragdo em membrana.
Um total de 21 amostras (67,74%) apresentou contagem
acima do limite especificado para P, aeruginosa, 17 (54,84%)
pela técnica do NMP e 16 (51,61%) por filtragio em
membrana. Duas amostras (6,46%) foram insatisfatorias
devido a clostridios sulfito redutores, detectados apenas
pela técnica do NMP (Tabela 2).

Quanto ao desempenho das técnicas utilizadas, a
filtracdo em membrana apresentou menor sensibilidade
em relacio a técnica de NMP na enumeragdo de
coliformes totais, P. aeruginosa, enterococos e clostridios
sulfito redutores; e igual sensibilidade na deteccdo de
coliformes termotolerantes (Tabela 3). A sensibilidade

da técnica de NMP foi duas vezes maior que a da
técnica de filtracdo em membrana na quantificagdo de
coliformes totais e clostridios sulfito redutores, e quatro
vezes maior na quantificacdo de enterococos (Tabela 3).
A sensibilidade da técnica de NMP para P. aeruginosa
(71,2%) também foi maior que a da técnica de filtracao
em membrana (64,4%) (Tabela 3).

A Tabela 4 apresenta os micro-organismos
detectados nas amostras de agua mineral natural,
analisadas pelas técnicas do NMP e/ou filtragdo em
membrana. As demais unidades amostrais apresentaram
resultado “< 1,1 NMP/100 mL” e “Auséncia’ ou “< 1,0
UFC/mL”

DISCUSSAO

A presenga de coliformes, que podem ocorrer
naturalmente em solos, d4guas e vegetais, indica a possivel
contaminagdo por fontes aéreas, infiltragao do solo com
aguas pluviais ou contato do produto com superficies
que ndo foram sanificadas corretamente devido a falhas
nas Boas Praticas de Fabricagdo (BPF)®. Os coliformes
termotolerantes, quando presentes, apontam deficiéncia
higiénico-sanitaria e possivel presenc¢a de patdgenos®.

Os resultados obtidos neste estudo apontam
para a importancia do continuo controle da qualidade
microbioldgica desses produtos. Das amostras analisadas,
5 (A2, A6, A7, D2 e J2) (16,13%) apresentaram-
se contaminadas por coliformes totais, sendo que 2
destas (A2 e J2) (6,45%) estavam contaminadas com
coliformes termotolerantes. O resultado encontrado foi
similar ao de outros autores que avaliaram a qualidade
microbioldgica de dgua mineral comercializada em
garrafoes de 20 litros. Silva et al.'¥, ao analisarem 22
amostras, encontraram coliformes totais em 5 (22,7%) e
coliformes termotolerantes em 1 amostra (4,5%). Farache
Filho e Dias', em 84 amostras analisadas, encontraram
coliformes totais e termotolerantes em 13 (15,5%) e
em 2 amostras (2,4%), respectivamente. Coelho et al.'®
verificaram que, de 120 amostras analisadas, 46 (38,33%)
apresentavam coliformes totais acima dos limites
permitidos na legislagdo vigente, enquanto 12 (10%)
estavam insatisfatorias devido a presenca de coliformes
termotolerantes.

Os enterococos, quando presentes, podem indicar
contaminag¢do fecal recente. Estas bactérias tém sido
utilizadas junto com os coliformes termotolerantes para
diferenciar a contaminagdo de origem fecal de humanos
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Tabela 1. Caracterizagdo microbioldgica de amostras de 4gua mineral natural envasadas em garrafoes de 20 1L, segundo a RDC n° 275/05 -
ANVISA/MS

Qualidade insatisfatoria

Marca e n. da amostra Qualidade satisfatdria (%) (%) Qualidade marginal (%)

Al, A2, A3, Ad, A5, A6, A7 Al (14,29%) A2, A3, A4, AS, A6, A7
(85,71%)

B1, B2, B3, B4 B1, B2 (50%) B3, B4 (50%) -

C1,C2 C1 (50%) C2 (50%) -

D1, D2 - D1, D2 (100%) -

El, E2 - E1, E2 (100%) -

F1, F2 F1 (50%) F2 (50%) .

G - - G (100%)

HI1, H2 . H2 (50%) HI (50%)

I - 1(100%) -

J1,72 . 12 (50%) J1 (50%)

K - K (100%) -

L1, 12 : L1, L2 (100%) :

M - M (100%) -

N . N (100%) -

0 - - 0 (100%)

Total (n = 31) 5 (16,13%) 22 (70,97%) 4 (12,90%)

% ndo detectada.

Tabela 2. Caracterizagdo microbioldgica de amostras de dgua mineral natural segundo os parametros estabelecidos na RDC n° 275/05 -
ANVISA/MS, analisadas pelas técnicas do niimero mais provavel (NMP) e filtracdo em membrana (FM)

N. de amostras

. . Técnica X N. de amostras com qualidade N. de amostras com qualidade
Micro-organismos L. com qualidade . ) L. . ) N ) ) i ~
de andlise X L. insatisfatoria [identificagao] (%) marginal [identifica¢ao](%)
satisfatoria
Coliformes termotolerantes NMP* 30 1[A2] (3,23%) NAS
FMP 30 1 [J2] (3,23%)
Coliformes totais NMP 27 3 [A6, A7, D2] (9,68%) 1 [A2] (3,23%)
FM 29 1 [A6] (3,23%) 1 [J2] (3,23%)
Enterococos NMP 27 K 4 [B3, D2, 12, J2] (12,90%)
FM 30 1 [D2] (3,23%) -
17 [A2, A3, A5, A6, A7, B3, B4,
NMP 13 D1, D2, E2,H2, I, K, L1, L2, M, N] 1 [H1] (3,23%)
P. aeruginosa (54,84%)
16 [A3, A4, A5, A6, A7, C2, D1, D2,
FM 14 El,E2, F2,, K, L2, M, N] (51,61%) 1{0] (3.23%)
Clostridios sulfito redutores NMP 2 2 [E1, F2] (6:46%) 4[D2, £2, G, K] (12,90%)
FM 27 - 4 [E2, G, J1, K] (12,90%)

*- nimero mais provével; *- filtragdo em membrana; ©- ndo se aplica; ¢- ndo detectada.

Tabela 3. Sensibilidade das técnicas de filtragdo em membrana e niumero mais provavel na detec¢do de cada grupo de micro-organismo em
amostras de d4gua mineral natural

.. Coliformes ) ) . Clostridios sulfito
Técnica Coliformes totais P. aeruginosa Enterococos
termotolerantes redutores
. B Verdadeiro Positivo® 1 2 38 1 4
Filtragao em i
Falso Negativo® 1 3 21 3 8
membrana
Total 2 5 59 4 12
S =a/(a+b) x 100 S =50,0% S =40,0% S =64,4% S =25,0% $=33,3%
i ) Verdadeiro positivo® 1 4 42 4 8
Numero mais .
) Falso negativo® 1 1 17 0 4
provavel
Total 2 5 59 4 12
S =a/(a+b) x 100 S =50,0% S =80,0% S=71,2% S =100,0% S =66,7%

a= numero de verdadeiro positivos; b= niimero de falso negativos; S= sensibilidade
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Tabela 4. Carga microbiana detectada em amostras de dgua mineral natural (20 L), pelas técnicas do nimero mais provavel e/ou filtragao em
membrana, conforme RDC n. 275/05 - ANVISA/MS

Unidade Numero mais provavel

Filtracao em

Unidade Ntumero mais provavel

Filtragao em

Amostra . membrana Amostra L. membrana
analitica (NMP/100 mL) (UFC/100 mL) analitica (NMP/100 mL) (UEC/100 mL)
Coliformes totais F2 5 <11 3,0
A2 2 2,2 <10 H1 5 2,2 <1,0
A6 4 >23 > 300 4 1,1 <10
A7 5 3,6 <10 H2 5 1,1 <10
D2 1 3,6 < 1,0 1 2,2 11
]2 1 <11 2,0 I 2 <11 58
Coliformes termotolerantes 4 >23 93
A2 2 1,1 Auséncia 5 >23 93
]2 1 <11 2,0 1 16,1 100
Pseudomonas aeruginosa K 4 2,2 <10
A2 4 5,1 < 1,0 5 23 <1,0
5 >23 <10 1 1,1 <10
1 <11 3,0 Ll 4 1,1 <1,0
2 1,1 <10 3 >23 48
A3 3 2,2 < 1,0 L2 4 1,1 5,0
4 <11 5,0 5 >23 50
5 2,2 < 1,0 M 4 >23 118
Ad 3 <11 4,0 5 >23 <10
5 <11 5,0 1 2,2 19
2 9,2 137 2 <11 14
A5 3 2,2 13 N 3 <11 15
4 5,1 11 4 <11 31
5 <L1 72 5 23 35
1 2,2 3,0 O 3 <11 1,0
A6 2 23 <10 Enterococcus
3 9,2 < 1,0 B3 5 2,2 <10
1 5,1 34 D2 1 1,1 5,0
A7 2 >23 > 300 J2 5 2,2 <1,0
3 2,2 > 300 L2 5 2,2 <10
5 <11 272 Clostridios sulfito redutores
B3 4 3,6 <10 D2 2 1,1 <10
3 12 <10 1 2,2 <1,0
B4 4 1,1 < 1,0 191 3 3,6 <10
5 12 < 1,0 5 2,2 <1,0
1 <11 24 1 1,1 <10
©2 4 <L1 18 E2 5 <11 2,0
3 1,1 41 F2 2 16,1 <10
D1 4 1,1 > 300 1 1,1 <1,0
5 3,6 <10 G 5 <11 2,0
1 >23 <10 J1 5 <11 2,0
D2 4 <L1 4,0 K 4 2,2 <10
5 <11 5,0 5 <11 2,0
El 4 <11 8,0
0 3 2,2 124
5 16,1 160
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com a de outros animais de sangue quente'’. Bactérias do
grupo enterococos foram detectadas em 4 amostras (B3,
D2, ]2 e L2) (12,90%), sendo que apenas a amostra D2
apresentou valores acima do limite permitido pela RDC
n. 275/05 '° (Tabela 2). Este resultado foi semelhante ao
relatado por Silva et al.'*, que, ao analisarem 22 amostras,
encontraram estreptococos fecais em apenas uma (4,5%).
Ja Ritter e Tondo®, ao analisarem 15 amostras de garrafoes
de 20 L de uma industria localizada na Cidade de Novo
Hamburgo-RS, ndo detectaram enterococos.

Os esporos de clostridios estao amplamente
distribuidos no ambiente, podendo estar presentes em
material fecal de seres humanos e animais, em dgua
residuaria e no solo. Diferentemente das bactérias do
grupo coliforme, os esporos sobrevivem na agua por
longos periodos, por serem mais resistentes que as formas
vegetativas a agdo de fatores quimicos e fisicos, sugerindo
contaminacéo fecal remota'. Esporos de clostridios sulfito
redutores foram encontrados em 7 amostras (D2, E1, E2,
F2, G, J1 e K) (22,58%), sendo que apenas 2 (E1 e F2)
(6,46%) apresentaram-se fora dos padrdes descritos na
legislacao'*(Tabela 2). Outros autores obtiveram resultados
inferiores. Silva et al."* nao detectaram clostridios sulfito
redutores em 22 amostras analisadas. Ritter e Tondo’,
ao analisarem 15 amostras de garrafoes de 20 L de uma
industria localizada no municipio de Novo Hamburgo-
RS, ndo detectaram clostridios sulfito redutores.

O elevado indice de amostras contendo P
aeruginosa acima dos limites permitidos (67,74%) revela
o risco do consumo desses produtos. Outros autores ja
relataram contaminagao por P. aeruginosa neste mesmo
tipo de produto. Silva et al.", ao analisarem 22 amostras,
encontraram P. aeruginosa em 11 (50%). Farache Filho
e Dias' constataram que, de 84 amostras analisadas, 8
(9,5%) apresentavam contaminagdo por P. aeruginosa
acima dos limites estabelecidos na RDC n. 275/05".
Coelho et al.'®, ao analisarem 120 amostras, encontraram
22 (18,33%) contaminadas com P. aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa ¢é considerado um
micro-organismo oportunista, podendo apresentar
capacidade invasiva e toxigénica, com grande potencial
de desenvolvimento de multipla resisténcia aos
agentes antimicrobianos. O consumo de agua mineral
contaminada com P. aeruginosa pode representar risco
para determinados grupos com maior suscetibilidade a
infecg¢des, como criangas, idosos e imunosuprimidos'.

A caracteristica de encapsulamento por P
aeruginosa lhe confere a capacidade de formar biofilmes
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em equipamentos e embalagens plasticas'. Sua presenca
nas amostras analisadas sugere provavel contaminagdo
durante o engarrafamento e 0 armazenamento, visto
que as embalagens sdo reutilizaveis, podendo, assim,
contribuir em parte na carga microbiana do produto
final, principalmente quando as etapas de lavagem e
desinfeccao sao deficientes'®. Dessa forma, 4gua mineral
em garrafao reutilizavel de 20 litros apresenta maior risco
de contaminacdo®®.

As embalagens plasticas retornaveis devem ser
submetidas a pré-lavagem antes da etapa de higienizagao
automatica (limpeza e desinfeccdo)'. A higienizagdo
dessas embalagens tem sido um fator preocupante
na industria de aguas envasadas’. Neste contexto, o
Departamento Nacional de Produ¢ao Mineral (DNPM)
publicou a Portaria n. 358, de 21 de setembro de 2009'¢,
que disciplina o prazo de validade de embalagens
reutilizaveis de 10 e 20 litros, que passou a ser de trés
anos, prazo no qual a embalagem suporta os desgastes
decorrentes de sua manutengao e transporte.

Em relagdo as técnicas analiticas empregadas na
rotina de analises, a técnica de filtragio em membrana
¢ altamente reprodutivel; pode ser utilizada para anélise
de grandes volumes de amostra, no caso de amostras
suspeitas de apresentarem agrupamentos celulares
bacterianos, e geralmente necessita de um tempo de
analise menor que o procedimento de NMP. O limite
de detec¢ao desta técnica é de 1,0 UFC por volume
inoculado, sendo indicada para amostras com contagens
abaixo do limite de detec¢do por outros procedimentos''.

A técnica de NMP é um método estatistico,
e os resultados sdao geralmente mais elevados que os
provenientes de contagens em placas. Mesmo esta
técnica ndo sendo muito precisa, ela permite uma
melhor recuperagio de micro-organismos pelo uso
de meios liquidos seletivos ou diferenciais'®. Os dados
obtidos corroboram essa afirmativa, pois neste estudo foi
observada maior sensibilidade da técnica na enumeracio
de coliformes totais, P aeruginosa, enterococos e
clostridios sulfito redutores em relacdo a técnica de
filtracio em membrana.

CONCLUSAO

A técnicado NMP apresentou maior sensibilidade
do que a técnica de filtragao por membrana para quatro
dos grupos de micro-organismos (coliformes totais,
enterococos, P. aeruginosa e clostridios sulfito redutores)
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relacionados na RDC n. 275/05'" e igual sensibilidade na
deteccdo de coliformes termotolerantes. Sendo assim,
esta técnica demonstrou ser mais eficiente para o controle
da qualidade microbioldgica de 4gua mineral natural.

O estudo apresentou um elevado indice de
amostras com qualidade insatisfatéria (70,97%).
Dentre estas, 21 (67,74%) foram devido a presenca de
P aeruginosa. Atencgdo deve ser dada a reutilizacao dos
garrafoes de 20 litros, que, quando ndo higienizados de
forma correta, podem acarretar contaminagao bacteriana
e facilitar a formacédo de biofilmes por P. aeruginosa.

Considerando-se o alto consumo de agua mineral
natural, acbes de monitoramento devem ser adotadas a
fim de garantir produtos seguros ao consumidor.
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RESUMO

O chocolate é um dos produtos responsaveis pelos maiores surtos de salmonelose em humanos, contudo
pouco se sabe sobre a presenca de agentes enteropatogénicos em chocolate produzido no Brasil. Neste
contexto, este trabalho pesquisou a presenga de enterobactérias totais, coliformes, Escherichia coli e
Salmonella em 65 amostras de chocolate (22 ao leite, 22 branco, 17 meio amargo e 4 em p6) comercializadas
em Campinas/SP. As amostras apresentaram valores médios de pH entre 5,8 e 7,5 e atividade de dgua entre
0,31 e 0,59. Nao foram isolados coliformes termotolerantes, E. coli e Salmonella nas amostras analisadas.
Porém, enterobactérias totais foram detectadas em 22,7% das amostras de chocolate ao leite e branco e
em 11,7% das amostras de chocolate meio amargo. Os coliformes totais foram isolados, respectivamente,
em 13,6% e 4,5% das amostras de chocolate ao leite e branco. Enterobactérias totais e coliformes nio
foram detectados nas amostras de chocolate em pé. A contaminagdo encontrada reforca a necessidade
de implementacdo de rigoroso programa de boas praticas de fabricagdo pelas industrias processadoras de
chocolate para garantir a seguranca microbiologica dos produtos manufaturados.

Palavras-chave. cacau, chocolate, Salmonella, Escherichia coli.

ABSTRACT

Chocolate is one product responsible for causing major outbreaks of salmonellosis in humans, although
little is known about the presence of enteropathogens in chocolate produced in Brazil. In this context,
the present study investigated the occurrence of total enterobacteria, coliforms, Escherichia coli and
Salmonella in 65 samples of chocolate (22 milk chocolate, 22 white chocolate, 17 dark chocolate and 4
chocolate powder) marketed in Campinas/SP. The samples showed mean values of pH from 5.8 to 7.5 and
water activity from 0.31 to 0.59. No fecal coliform, E. coli and Salmonella were isolated from the analyzed
samples. Nevertheless, total enterobacteria were detected in 22.7% of milk and white chocolate and in
11.7% of dark chocolate samples. Total coliforms were isolated from 13.6% and 4.5% of milk and white
chocolate samples, respectively. Neither total enterobacteria nor total coliforms were detected in chocolate
powder samples. These findings reinforce the need for implanting a strict program of good manufacturing
practices for chocolate processing to ensure the microbiological safety of these products.

Keywords. cocoa, chocolate, Salmonella, Escherichia coli.
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INTRODUCAO

O chocolate ¢ um produto a base de cacau muito
apreciado e amplamente consumido em todo o mundo,
especialmente por criangas. Em 2007, a produgdo mundial
de chocolate ultrapassou os 4 bilhdes de toneladas, sendo
os seis maiores produtores Estados Unidos, Alemanha,
Reino Unido, Brasil, Franca e Itdlia'.

A qualidade do  chocolate  depende
primordialmente da qualidade do cacau, de sua
composi¢do fisico-quimica e caracteristicas sensoriais.
Sob o aspecto de satide publica, os micro-organismos que
podem afetar adversamente a qualidade do chocolate sdo
os enteropatdgenos, como Salmonella.

A Unido Europeia® destaca o chocolate entre os
produtos responsaveis pelos maiores surtos de salmonelose
em humanos. No Brasil, entre 1999 e 2007, foram
reportados 13 surtos de doengas de origem alimentar
relacionadas ao consumo de chocolate, totalizando 122
casos, sem registro de dbito. Desses, 2 tiveram seu agente
etiologico identificado como Salmonella e envolveram 29
pessoas’.

A baixa atividade de agua (0,3 a 0,5) e o alto
teor de gordura (50%) no chocolate dificultam a
multiplicagdo de enteropatégenos. Contudo, ao mesmo
tempo, propiciam o aumento da resisténcia térmica*’ e
podem contribuir para a redu¢ao da dose infectante do
patogeno. No caso de Salmonella, a literatura reporta
doses de 1,1 a 2,8 UFC/g".

As matérias-primas a base de cacau nao sido os
unicos ingredientes que podem introduzir Salmonella
no chocolate. Entretanto, de acordo com Cordier’,
as améndoas de cacau seriam a principal fonte de
contaminagdo de Salmonella para esse tipo de produto.
A International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF)® considera essencial
a verificagdo rotineira da presenca deste patdégeno nos
ingredientes derivados do cacau. Quando esta pratica
ndo for possivel, andlises de Enterobacteriaceae totais
e coliformes podem fornecer informagdes sobre as
condig¢des higiénico-sanitérias dos produtos e processos.
Esses micro-organismos sio amplamente utilizados na
industria de alimentos como indicadores de higiene de
processo e podem ser monitorados em paralelo para
verificar as condigdes gerais de eficacia.

Apesar do conhecimento da atuagio de
Salmonella como agente etiologico de doengas de origem
alimentar transmitidas por chocolate, pouco se sabe

sobre a presenca desse patdgeno e outras enterobactérias
em chocolate produzido no Brasil. Portanto, o objetivo
deste estudo foi pesquisar a ocorréncia de enterobactérias
totais, coliformes, Escherichia coli e Salmonella em
chocolates comercializados em Campinas/SP.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 65 amostras de chocolates de
19 marcas comerciais diferentes, sendo 22 amostras de
chocolate ao leite, 22 de chocolate branco, 17 de chocolate
meio amargo e 4 de chocolate em p6. As amostras foram
coletadas no comércio varejista de Campinas/SP entre
agosto de 2009 e julho de 2010.

Analises Microbiologicas

As andlises microbiologicas foram realizadas
segundo metodologia da Food and Drug Administration’.

Para contagem de enterobactérias, foi utilizado
agar Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG), com
incubagdo a 35 °C por 24 horas. Os resultados foram
expressos em logaritmo de unidade formadora de colonia
por grama (log UFC/g), e o limite de detec¢ao do método
foi de 1,0 log UFC/g.

Para coliformes totais, termotolerantes e
Escherichia coli, o teste presuntivo foi realizado em Lauril
Sulfato Triptose. A confirmagdo de coliformes totais foi
feita em caldo Verde Brilhante Bile, com incubagdo a 35 °C
por 48 horas. Para coliformes termotolerantes, foi utilizado
caldo EC incubado em banho-maria a 44,5 °C por 24
horas. A confirmacdo de Escherichia coli foi realizada a
partir dos tubos de Caldo EC positivos (com produgio de
gas), utilizando o Agar Eosina Azul de Metileno (EMB),
e posteriormente as provas bioquimicas de indol, Voges-
Proskauer, Vermelho de Metila e citrato. Os resultados
foram expressos em logaritmo de niumero mais provavel
por grama (log NMP/g), e o limite de detecgdo foi de 0,48
log NMP/g.

Para pesquisa de Salmonella, foi realizado pré-
enriquecimento em leite em p6 desnatado reconstituido
a 10%, suplementado com verde brilhante. Para o
enriquecimento seletivo, foram empregados os caldos
Rappaport-Vassiliadis (RV) e Tetrationato (TT), e para a
etapa de plaqueamento os agares Sulfito de Bismuto (BS),
Entérico de Hecktoen (HE) e Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD). A confirmagdo bioquimica foi realizada
utilizando-se primeiramente Agar Triplice Agticar Ferro
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inclinado (TSI) e Agar Lisina Ferro inclinado (LIA).
As coldnias que apresentaram reagdes tipicas em um
ou ambos os testes foram submetidas a confirmacio
sorologica e provas bioquimicas complementares (Teste
de Urease, Vogues-Proskauer, Indol e -galactosidase).
Os resultados foram expressos como presenca ou
auséncia em 25 g de produto.

Analises fisico-quimicas

As amostras foram submetidas a andlises fisico-
quimicas de determinagdo de pH e atividade de agua.
Para a andlise de pH, 10 g das amostras foram triturados
e adicionados a 100 mL de dgua deionizada. Em seguida,
as amostras foram homogeneizadas por 20 minutos em
misturador, e a leitura foi feita em pHmetro calibrado®.

A atividade de d4gua de cada amostra foi
determinada em duplicata, com o auxilio de um
higrometro (Aqua Lab 3TE, Braseq, Brasil). As amostras
foram maceradas, levadas a estufa de 25 °C para
estabilizagdo da temperatura e, entdo, submetidas a
leitura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados médios referentes
a determinagdo do pH e da atividade de agua de 65
amostras de chocolate de 19 diferentes marcas coletadas
no varejo de Campinas/SP. As amostras de chocolate
ao leite apresentaram atividade de dgua média de 0,44
e pH de 6,5. No chocolate branco, foram verificados
atividade de agua de 0,44 e pH de 6,7. Para o chocolate
meio amargo, foram obtidos atividade de dgua de 0,42 e
pH de 6,1. A atividade de dgua das amostras de chocolate
em po foi de 0,49, com pH de 7,1, valores ligeiramente
superiores aos observados para as amostras em barra.

Tabela 1. Determinagdo de pH e atividade de dgua em chocolates
comercializados em Campinas/SP

Produto pH* Atividade de dgua*
Chocolate ao leite 6,5+ 0,2 0,44 + 0,07
Chocolate meio amargo 6,1 + 0,4 0,42 + 0,07
Chocolate branco 6,7 £ 0,1 0,44 + 0,06
Chocolate em po 7,1£0,2 0,49 + 0,04

* Média + desvio padrao.

A baixa atividade de agua (< 0,60) induz
consumidores e industrias a considerarem o chocolate
um produto de baixo risco microbioldgico. Contudo,
apesar de limitar o desenvolvimento microbiano, esta
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condi¢do ndo impede a sobrevivéncia de bactérias no
produto'’.

Existem escassos relatos na literatura sobre a
contaminagdo de chocolate por membros da familia
Enterobacteriaceae, como coliformes e Salmonella. Torres-
Vitela et al." realizaram no México um estudo no qual
foram analisadas 44 amostras de chocolates embalados
e 56 de chocolates ndo embalados quanto a presenca de
Salmonella e coliformes. O estudo revelou a presenca
de coliformes em 30% das amostras, e Salmonella em
duas amostras de chocolate embalado. Barrera et al.”
analisaram 30 amostras de chocolate comercializado
na Espanha. Nao detectaram Salmonella, porém duas
amostras (6,7%) apresentaram E. coli.

Neste estudo, nenhuma das 65 amostras analisadas
apresentou contaminagao por coliformes termotolerantes,
E. coli e Salmonella, estando, portanto, de acordo com
a legislacao vigente'. Porém, apesar da auséncia de
Salmonella, as amostras apresentaram contaminagao por
enterobactérias totais e coliformes totais. Cinco (22,7%)
das 22 amostras de chocolate ao leite apresentaram
enterobactérias totais, com contagem média de 1,7 log
UFC/g e maxima de 3,6 log UFC/g, e 13,6% (3/22) das
amostras continham coliformes totais (1,1 log NMP/g).
As amostras de chocolate branco apresentaram o mesmo
percentual de contaminagao que o chocolate ao leite por
enterobactérias (22,7%), com contagem média de 1,2
log UFC/g; com relagdo aos coliformes totais, apenas 1
amostra (4,5%) apresentou contagem acima do limite
de detecgdo do método (0,6 log NMP/g). Dentre as 17
amostras de chocolate meio amargo analisadas, 2 (11,7%)
apresentaram contaminagio por enterobactérias (1,4 log
UFC/g), e em nenhuma foram detectados coliformes
totais. Ja nas amostras de chocolate em po, ndo foi
observada contaminag¢do por nenhum grupo microbiano
avaliado (Tabela 2).

A detec¢do de membros da familia
Enterobacteriacea em 20% das amostras com contagem
superior a recomendada pelo ICMSEF®, ou seja, > 1
log UFC/g, indica a ocorréncia de alguma falha nos
programas de qualidade, no processo térmico ou na
sanitizagdo. Condigdes que permitam a contaminagdo
e a permanéncia de enterobactérias totais e coliformes
no produto acabado também possibilitam uma eventual
contaminacdo por patogenos como Salmonella. Este fato
preocupa do ponto de vista de satde publica, visto que
falhas de limpeza e de Boas Praticas de Fabricagdo ja
foram identificadas como causa de surtos de salmonelose
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Tabela 2. Pesquisa de enterobactérias em chocolates comercializados em Campinas/SP

Contamina¢ao microbiolégica

Coliformes

. Enterobactérias totais Coliformes totais Escherichia coli Salmonella
Tipo de termotolerantes
Chocolate Amostras Contagem Amostras Contagem Amostras Contagem Amostras Contagem Amostras P
positivas (log positivas (log positivas (log positivas (log positivas

(%)  UEC/gr (%) NMP/gr* (%) NMP/g* (%) NMP/gy* (%) 28
Ao leite 22,7 1,7+ 1,1 13,6 1,1 +0,8 0 <0,5 0 <0,5 0 Ausente
Meio amargo 11,7 1,4 +0,1 0 <0,5 0 <05 0 <0,5 0 Ausente
Branco 22,7 1,2+0,3 4,5 0,6 0] <0,5 0 <0,5 0 Ausente
Em po 0 <10 0 <0,5 0 <0,5 0 <0,5 0 Ausente

* Unidade formadora de coldnia. ** Numero mais provavel.

veiculados por chocolate®'®. Além disso, outro agravante
a ser considerado pelas industrias processadoras na
implantagao e na manutengao de programas de qualidade
sdo as caracteristicas apresentadas pela Salmonella neste
tipo de produto, como baixa dose infectante (1 UFC/g)S,
altaresisténcia térmica’ e longa permanéncia no ambiente
e no produto’s.

CONCLUSAO

O controle tanto da matéria-prima quanto
do processo é considerado essencial na prevencdo de
patogenosemchocolate. Apesar daausénciade Salmonella,
20% das amostras apresentaram contamina¢do por
enterobactérias. Baseado neste contexto, fica claro que as
industrias processadoras de chocolate devem manter um
rigoroso programa de boas praticas de fabricagdo para
garantir a seguranga microbiolégica dos produtos.
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RESUMO

Os danos causados por fungos em grdos de milho consistem na reducdo da qualidade nutritiva e
interferéncia na classificagdo comercial, representando um risco para a seguranga alimentar. Com o
objetivo de identificar e quantificar os fungos detectados e verificar a ocorréncia de aflatoxinas em graos
de milho armazenados, foram analisadas 84 amostras, referentes as safras 2009 e 2010, provenientes
de diferentes municipios localizados nas regides Norte, Sul, Leste e Oeste do estado de Mato Grosso.
A determinagdo dos fungos foi realizada por meio da técnica de incubagdo em papel filtro (Blotter
test), e a detecgdo e quantificacdo das aflatoxinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Foram identificados os géneros dos fungos Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Nigrospora,
Epicocum, Rhizopus, Cercospora e Curvularia. Os graos de milho apresentaram contaminagdo fungica
principalmente por Fusarium, Aspergillus e Penicillium em ambas as safras analisadas. Nas 84 amostras
analisadas, a ocorréncia de aflatoxinas foi evidenciada em 19,04% das amostras da safra 2009, e 23,80% da
safra 2010 apresentaram contaminagéo cujos valores variaram de 1 pg/kg a 108,7 pg/kg.

Palavras-chave. patdgenos, micotoxinas, sanidade.

ABSTRACT

Fungi contamination in corn kernels is responsible for causing a reduction in nutritional quality, besides
it interferes with the commercial classification and poses a risk for food security. The objective of this
study was identifying and quantifying the occurrence of fungi and determining the aflatoxins in corn
kernels freshly harvested and stored. Eighty-four samples, corresponding to 2009 and 2010 crops, were
collected from different municipalities located in the North, South, East and West regions of the State of
Mato Grosso. The fungi were determined by incubation technique using blotter test on filter paper, and
the aflatoxins detection and quantification were performed by high performance liquid chromatography
(HPLC). Genera of fungi Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Nigrospora, Epicocum,
Rhizopus, Curvularia, and Cercospora were identified. The corn kernels of both crops were mainly
contaminated with Fusarium, Aspergillus and Penicillium. In 84 samples, the occurrence of aflatoxins was
evidenced in 19.04% of corns from 2009 crop, and 23.80% of samples of 2010 crop showed contamination
ranging from 1 pg/kg to 108,7 pg/kg.

Keywords. pathogens, mycotoxins, health.
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INTRODUCAO

Os graos de milho podem ter sua qualidade
comprometida direta ou indiretamente pela infeccio
fungica e pela produ¢ao de micotoxinas, que ocasionam
danos a saude tanto humana quanto animal*2.

Geralmente, a infeccdo e a deterioracdo dos
graos podem ocorrer ainda no campo, agravando-se
durante as operagdes de colheita, transporte, secagem,
beneficiamento e armazenamento, resultando na redugio
da qualidade sanitaria, fisica e nutricional dos graos e seus
derivados®*. Entre os prejuizos causados pelos fungos esta o
emboloramento visivel, a descoloragdo, o odor desagradavel,
a perda de matéria seca, o aquecimento, as mudancas
quimicas e nutricionais, além da producio de compostos
toxicos, as micotoxinas®. Essa contaminagao pode fazer com
que graos tornem-se improprios para o consumo humano e
animal, resultando em grandes perdas economicas.

Dentre os varios fungos responsaveis pela
deterioragao de graos na pré-colheita e, depois, durante o
armazenamento, destacam-se os do género Fusarium spp.,
Aspergillus spp. e Penicillium spp. Esses fungos, além de
causarem severos danos aos graos, sao conhecidos também
pelo seu elevado potencial em produzir micotoxinas®.

As micotoxinas siao metabolitos secundarios
toxicos produzidos por fungos filamentosos, que, quando
ingeridos, sdo prejudiciais a saude humana e animal®®,
além de apresentarem elevada atividade mutagénica,
carcinogénica e teratogénica”'.

Para a agricultura, ja foram identificadas mais
de quinhentas micotoxinas'’. Entretanto, as de maior
importancia sdo responsaveis pelos maiores indices de
contaminagdo de graos, sementes e outros alimentos,
como: as aflatoxinas produzidas por fungos do género
Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas
produzidas por algumas espécies do género Aspergillus
e Penicillium; e as fusariotoxinas, que possuem como
principais representantes os tricotecenos, a zearalenona
e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do
género Fusarium*".

Os fungos toxigénicos em alimentos, em
particular de maior prevaléncia no milho, apontam
a predominancia dos fungos dos géneros Fusarium,
Aspergillus e Penicillium*>'2. Os principais fatores que
favorecem o crescimento desses micro-organismos
em cereais armazenados sdo: alta umidade relativa
do ar, teor de agua do substrato e temperatura de
armazenamento®*''.

Com a abertura do mercado chinés e de outros
mercados para importagao de carne suina e de aves, com
um controle de qualidade mais rigido pelas industrias
com a matéria-prima utilizada, pesquisas avaliando a
contamina¢do fungica e a produgdo de micotoxinas
em graos e alimentos sdo importantes para que sejam
tomadas medidas para preven¢iao desta infecgio,
evitando riscos alimentares.

O presente trabalho teve por objetivo identificar e
quantificar a incidéncia de fungos e verificar a ocorréncia
de aflatoxinas em graos de milho armazenados,
provenientes de diferentes municipios, localizados nas
regides Norte, Sul, Leste e Oeste do estado de Mato
Grosso.

MATERIAL E METODOS

Coleta das Amostras

Foram avaliadas 84 amostras de graos de milho,
provenientes de unidades armazenadoras de diferentes
municipios das regides Norte, Sul, Leste e Oeste do
estado de Mato Grosso, referente as safras 2009 e 2010.
Essas unidades foram selecionadas por representarem a
capacidade média estatica de cada municipio.

O processo de amostragem foi baseado em
normas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA) para graos de milho
armazenados a granel. Amostragens foram realizadas
apos as etapas de limpeza e secagem, quando os graos ja
apresentavam o periodo de trinta dias de armazenamento,
com o auxilio de um calador e em varios pontos da
massa de graos. As amostras coletadas, de 5,0 kg cada,
foram homogeneizadas e divididas em fracoes de 1,0 kg,
as quais foram acondicionadas em sacos de papel craft,
identificadas e enviadas ao laboratério para anilises
posteriores. Essas amostras foram armazenadas em
camara fria, a +17 °C e 50% UR, durante todo o periodo
de condugio dos experimentos.

Todas as amostras, antes de serem armazenadas
em camara fria, ja apresentavam teores de dgua
considerados seguros para o armazenamento de graos de
milho, abaixo de 13%.

Identificacao fingica dos graos de milho

A microbiota fungica dos graos foi determinada
pelo teste de sanidade, pelo método de incubagdo em
papel filtro (Blotter Test), segundo a metodologia
proposta por Neergaard, modificada, com restri¢do
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hidrica por Machado et al.’’. Para cada amostra de
milho, foram utilizadas 8 subamostras de 25 graos.
Esses graos foram desinfestados superficialmente com
hipoclorito de s6dio a 2% por dois minutos e lavados em
agua destilada esterilizada. Em seguida, os graos foram
colocados de forma equidistantes em placas de Petri,
contendo duas folhas de papel de filtro umedecidas com
solu¢ao de cloreto de s6dio (NaCl) a -1,0 MPa. As placas
foram incubadas em temperatura de 22 + 2 °C, por sete
dias, em camara de germinagdo. A identificagio dos
fungos foi realizada com auxilio de microscdpios 6tico
e estereoscopico, e a quantificagdo de sua incidéncia foi
expressa em porcentagem.

Os dados de quantificagdo dos fungos foram
submetidos aos testes de Lilliefors (p < 0,05), para verificar
se os valores seguiram a distribui¢ao normal, e de Cochran
e Bartlett (p < 0,05), para verificar a homogeneidade de
varidncias. As médias foram submetidas a analise de
varidncia e comparadas estatisticamente pelo teste de
Scott & Knott (p < 0,05) utilizando o software SAEG 5.0.

Detecgio e quantifica¢ao de aflatoxinas totais em graos
de milho

A extragdo e a quantificagdo das aflatoxinas (B,
B, G,e Gz) foram feitas segundo Mallmann et al.". As
aflatoxinas foram quantificadas e identificadas pela
metodologia automatizada de extragdo e purificagdo em
fase solida e de derivacdo com auxilio de um sistema
automatizado de amostras (ASPEC XL) acoplado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A extragao foi realizada juntando-se 50 gramas
de amostra moida com 100 mL de acetonitrila/dgua por 5
minutos em liquidificador a 13.600 rpm. Posteriormente,
filtrou-se a solu¢ao em papel filtro n° 4 e fez-se a secagem
de 5 mL com vécuo a 65 °C em tubo de ensaio. Rediluiu-
se o substrato com 500 uL de acetonitrila/agua (84:16
v/v), levando-o ao ASPEC XL programado para realizar
a clarificacao das amostras. A fase modvel foi composta
de agua/metanol/acetonitrila (77:21:2 v/v/v) com fluxo
de 1 mL por minuto; a coluna cromatografica RP C18 5
um (150 x 4,6 mm) em temperatura constante de 45 °Ce
deteccdo sob fluorescéncia com comprimento de onda de
365 e 455 nm para excita¢do e emissdo, respectivamente.
O registro cromatografico era computadorizado e
integrado pelo programa Borwin. A identificagdo
das toxinas foi realizada pelo tempo de retencéo, e a
quantificagdo, realizada pela drea das toxinas. A elui¢do
das aflatoxinas G,, B,, G, e B, ocorreu aos 5, 7, 12 e 17
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NUMERO DE AMOSTRAS

minutos, com limites de quantificagdo de 0,7, 0,4, 1,3 e
0,4 pg/kg, e coeficiente de recuperagao de 101,2%, 93,2%,
58,9% e 63,2%, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificagdo dos patégenos revelou uma
porcentagem de graos com incidéncia flingica variando
de 0% a 100%, em ambas as safras 2009 e 2010 (Figuras
1 e 2), prevalecendo Fusarium, Aspergillus e Penicillium
como géneros mais importantes envolvidos na produgéo
de micotoxinas.
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Figura 1. Incidéncia fungica em 42 amostras de grdos de milho
provenientes de diferentes municipios do estado de Mato Grosso,
safra 2009.
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Figura 2. Incidéncia fungica em 42 amostras de grdos de milho
provenientes de diferentes municipios do estado de Mato Grosso,
safra 2010.
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Outros trabalhos avaliando a microbiota
fungica e espécies produtoras de micotoxinas em graos
de milho em diferentes regides do Brasil apontaram a
predominancia dos mesmos géneros>>". Os fatores
abidticos, tais como o teor de umidade nos grios de
milho, a atividade de dgua, a precipitacao e a temperatura
do ar, foram determinantes para o nivel da incidéncia
fungica.

Além da incidéncia de Fusarium spp., Aspergillus
spp. e Penicillium spp., em menor propor¢io viu-se
a incidéncia de fungos dos géneros Cladosporium,
Nigrospora, Epicoccum, Rhizopus, Cercospora e Curvularia
nas amostras das safras 2009 e 2010.

De acordo com as Figuras 1 e 2, também pode-se
notar uma varia¢do na incidéncia entre os trés géneros
de fungos. As analises dos graos de milho das safras 2009
e 2010 evidenciaram que a incidéncia de Aspergillus e
Penicillium ficou concentrada nas faixas de 0-20% e 20-
40% de contaminacdo, respectivamente. Para Fusarium,
a incidéncia ficou concentrada na faixa de 20-40% e
40-60% (safra 2009) e 40-60% e 60-100% (safra 2010),
indicando um potencial de contaminagao relativamente
maior das amostras por este género.

O Fusarium ¢ considerado um fungo de
campo, que invade os grios e sementes durante o
amadurecimento, em que as condi¢des de temperatura
e umidade siao mais elevadas, favoraveis para seu
desenvolvimento. Entretanto, nao se desenvolvem
durante o armazenamento, exceto ocasionalmente em
graos de milho armazenados com alto teor de umidade
e/ou que foram reumidificados®*. Como as amostras ja
apresentavam um teor de d4gua considerado seguro para o
armazenamento, a contaminagdo por Fusarium ocorreu
ainda no campo, o que justifica a incidéncia desse género.

A maior incidéncia do género Fusarium, seguido
de Aspergillus e Penicillium, em graos de milho foi

evidenciada também em outras pesquisas>'>'?, diferindo
de outras investigacdes em que a ordem de incidéncia
desses trés géneros e a propor¢io de contaminagao
verificadas foram outras, como demonstram os trabalhos
de Adebajo et al.?!, Asévedo et al.??, Pozzi et al.”* e Orsi et
al.'e.

Os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
sao considerados fungos de armazenamento, que
necessitam de teores de umidade entre 13% e 18%, sendo
sua incidéncia pouco frequente durante o crescimento
da planta no campo e nos graos recém-colhidos>***. As
amostras dasafra2009 e 2010 apresentaram contaminagao
por esses géneros, sugerindo que os mesmos possam ter
contaminado os graos ainda no campo, ja que as amostras
armazenadas apresentavam teores de dgua desfavoraveis
para seu desenvolvimento. A presenca desses fungos sdo
indicadores de deterioragdo de sementes e graos, além da
possibilidade de produgdo de micotoxinas®?.

A identificagdo de  espécies  fungicas
contaminantes é um importante sinalizador da presenca
de micotoxinas nos substratos e indica o caminho para
prevenir sua produgao®, assim como para evitar riscos
alimentares.

Aflatoxinas

Os resultados das andlises de aflatoxinas (B +B,
+G, +G,) nas 84 amostras de graos de milho das diferentes
regides do estado de Mato Grosso mostraram 21,4% de
contaminagdo positiva para aflatoxinas (Tabela 1).

Na safra 2009, foi detectada a presenca de
aflatoxinas totais em 8,3% das amostras da regiao Norte,
25% da regido Sul, 16,7% da regido Leste e 33,33% da
regido Oeste. Os niveis de contaminagdo variaram de 1 a
12,2 pg/kg de aflatoxina B, de 1 a 1,1 pg/kg de aflatoxina
B, e as aflatoxinas G, e G, ndo foram detectadas. Em todas
as regides, a soma dos niveis de aflatoxinas observadas

Tabela 1. Ocorréncia de aflatoxinas em graos de milho em municipios de diferentes regides de Mato Grosso, safras 2009 e 2010

Ne° amostras/ N° amostras

Ocorréncia de aflatoxinas (ug/kg )

Regido  Safra regiio positivas AFB, AFB, AFG, AFG,
2009 12 1 12,2 ND ND ND
Norte 2010 11 0 ND ND ND ND
sl 2009 12 3 2,7-3,8 1-1,1 ND ND
2010 11 0 ND ND ND ND
2009 12 2 1 ND ND ND
Leste 2010 10 7 8,3-84,1 1-4,6 4,8-22,6 1-1,8
Deste 2009 6 ) 1,9-4 ND ND ND
2010 10 3 2,4-7,1 1 1-5,3 ND

ND = Nio detectado
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(B,+B, +G, + G,) ficou abaixo do limite oficial (20 ug/
kg) permitido pelo Ministério da Saude/Anvisa” e pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA)*® para alimentos destinados ao consumo
humano. Esse limite é comparavel aos estabelecidos por
outros paises e recomendado pela Organizagao para
Alimentagao e Agricultura®.

Na safra 2010, ndo foi detectada presenca de
aflatoxinas totais nas amostras das regides Norte e Sul. Na
regido Oeste, 30% das amostras apresentaram aflatoxinas
totais com baixos niveis de contaminac¢do. No entanto, na
regido Leste, 58,33% das amostras apresentou ocorréncia
de aflatoxinas, em niveis que ultrapassaram de forma
significativa o limite maximo permitido pela legislacdo
(Tabela 1).

No Brasil, outros trabalhos também relataram
a ocorréncia de aflatoxinas em milho e seus derivados,
com porcentagens de contaminagdo variaveis de
1,5% a 100% e niveis de 0,1 a 1.500 ug/kg**?*, embora
resultados de outras pesquisas nao tenham evidenciado a
presenca destas toxinas, mesmo quando era observado o
crescimento de fungos toxigénicos'>****.

Dos diferentes fatores que podem influenciar
o crescimento de fungos toxigénicos e a produgdo
de aflatoxinas, a umidade relativa, a temperatura e o
teor de agua sdo reportados como os principais**'.
Considerando-se que os graos de milho analisados
encontravam-se com teores de agua definidos como
seguros para o armazenamento apos etapas de
beneficiamento, a incidéncia do fungo aflatoxigénico e a
produgdo de aflatoxinas nos graos de milho ocorreram
devido a infecgdo no campo.

Esse fato foi constatado por Cortés et al.®,
quando 28,57% das amostras de milho retiradas de
lavouras do estado de Mato Grosso apresentavam nivel
médio de aflatoxinas de 12,35 pg/kg, indicando que o
milho no ponto de colheita ja apresentava contaminagdo
por aflatoxinas. Ramos et al.* avaliaram a ocorréncia
natural das aflatoxinas (Bp B, G, e Gz) em graos de
milho do estado de Goids (Jatai, Montividiu e Goiania) e
verificaram que os graos ja apresentavam aflatoxinas em
niveis de 0 a 277,8 ug/kg de B, de 0 a 14 ug/kg de B,,
de 0 a 34,1 pg/kg de G, e ndo foi detectada a aflatoxina
G,. Marques et al."” analisaram a incidéncia de fungos
dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium e as
contaminagdes com micotoxinas em griaos de cinco
hibridos comerciais de milho em funcio da umidade
de colheita, e observaram que a producédo de aflatoxinas
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ocorreu em graos ainda nas espigas, no campo, devido a
condigoes ambientais favoraveis aos patogenos.

Com a abertura de novos mercados para
exportagao e producio de alimentos, a preocupagdo com
riscos alimentares e com o desenvolvimento de patologias,
aqualidade sanitdria da matéria-prima produzida - como
exemplo, o milho - torna-se prioritdria e necessaria.

CONCLUSAO

Graos de milho com boa condicio fisica também
podem apresentar contaminagido por fungos de potencial
toxigénico.

A contaminagdo dos graos foi devida
principalmente aos fungos dos géneros Fusarium,
Aspergillus e Penicillium.

A presenga do fungo aflatoxigénico e a produgao
de aflatoxinas ocorreram a partir da infec¢ao dos graos
de milho em condi¢ées de campo.

Os niveis de contamina¢ao das amostras pela
aflatoxina B, foram maiores em relacio as aflatoxinas B,
G eG,

As amostras da regido Leste safra 2010
apresentaram niveis de contamina¢do acima do limite
oficial (20 pg/kg) permitido pelo Ministério da Satde/
Anvisa e o MAPA.
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RESUMO

Neste estudo, foram isolados e selecionados os micro-organismos produtores de enzimas lipoliticas, e foi
avaliada sua ac¢do sobre diferentes substratos. A enzima foi produzida pela fermentacio semissolida com
farelo de trigo a 50% de umidade e 120 horas de incubagao a 35 °C. A atividade da lipase foi medida por
titulagao utilizando-se um sistema de reagdo composto por 4 mL de tampao acetato 50 mM, pH 5,6, 1 g de
substrato e 1 mL de extrato bruto enzimatico. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de acido graxo. Os substratos testados foram creme
de leite, 6leo de soja e gordura de coco. Foram isoladas 33 linhagens de fungos, separadas em quatro
grupos (A, B, C e D) de acordo com extratos enzimaticos. Os fungos do grupo C apresentaram os maiores
valores para atividade lipolitica, sendo de 10,41 e 9,49 pmol/mL no creme de leite; 8,96 € 7,51 umol/mL no
6leo de soja; e 8,52 e 8,14 pmol/mL na gordura de coco. A técnica empregada neste trabalho foi eficiente
para efetuar o isolamento de fungos filamentosos com elevada atividade lipolitica. O estudo das linhagens
de fungos sera relevante para possiveis aplicagdes biotecnologicas.

Palavras-chave. lipases, fungos, fermentagao em estado solido.

ABSTRACT

This study aims at isolating and selecting the lipolytic enzymes-producing microorganisms, and at assessing
its effect on different substrates. The enzyme production was performed by solid state fermentation with
wheat bran for 120 hours of incubation at 35 °C and 50% moisture. The lipase activity was measured by
titration using a reaction system consisted of 4 mL of 50 mM acetate buffer, pH 5.6, 1 g of substrate and 1
mL of crude enzyme extract. One unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme required
to liberate 1 pmole of fatty acid. The substrates were dairy cream, soybean oil and coconut fat. Thirty-three
fungi strains were isolated, which were separated into four groups (A, B, C and D) according to enzymatic
extracts. The group C showed the highest values for lipase activity, which were 10.41 and 9.49 umole/mL
in dairy cream, 8.96 and 7.51 pmole/mL in soybean oil and 8.52 and 8.14 pmole/mL in coconut fat. The
assay employed in this study showed to be an effective technique for isolating filamentous fungi with high
lipolytic activity. Study on fungi lineages and isolates wiL be crucial for biotechnology purposes.
Keywords. fungi, lipases, solid state fermentation.
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INTRODUCAO

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.
3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas que atuam na interface
organica aquosa catalisando as reagdes de hidrolise
de triacilglicerideos, resultando na formagao de
diacilglicerideos, moacilglicerideos, acidos graxos
e glicerol'. No entanto, dependendo das condigoes
reacionais, como baixa concentragdo de agua, as lipases
podem também catalisar a sintese de mono, di ou
triacilglicerdis a partir de acidos graxos e glicerol®. Muitas
lipases sao ativas em presenca de solventes organicos, onde
elas catalisam um grande niimero de reagdes, incluindo
esterificacdo, transesterificagdo, acilagdo regiosseletiva de
glicdis e mentdis e sintese de peptideos’.

As lipases sdo consideradas excelentes
biocatalisadores em numerosos processos industriais
nas mais diversas dreas, tais como alimentos, processos
farmacéuticos, formulagao de detergentes, oleoquimica,
agroquimica, cosméticos, manufatura de papéis, couro,
entre outras. Ainda podem ser ferramentas tteis na
fabricagdo de biossensores para utilizagdo em analises
clinicas, andlises de alimentos, andlises quimicas, de
contamina¢do ou poluicdo de ambientes. Além disso,
as lipases tém sido utilizadas em terapias enzimaticas e
tratamento de dejetos, efluentes e esgoto*.

Nos ultimos anos, as lipases tém assumido um
lugar de destaque no mercado de enzimas, evidenciado
pelo aumento da quantidade de informagoes relatadas
na literatura, que atinge uma média de mil publica¢des
por ano. Apds proteases e amilases, as lipases sdo
consideradas o terceiro grande grupo em volume de vendas,
movimentando bilhoes de ddlares. O mercado mundial de
enzimas aumentou de forma estavel, de US$ 1,0 bilhdo em
1995 para US$ 1,5 bilhdes em 2000 e para US$ 2,2 bilhoes
em 2006. Uma pesquisa da BBC estimou que a venda global
chegaria a US$ 2,7 bilhdes no final de 2012°. Tal fato deve-
se principalmente a sua versatilidade de aplicagdes, que as
torna especialmente atraentes em aplica¢oes industriais®.

As lipases sdo largamente encontradas na
natureza em animais, plantas € micro-organismos. As
lipases microbianas sdao mais utilizadas industrialmente,
por apresentarem uma série de vantagens em
comparag¢do com as de origem animal e vegetal, uma vez
que sdo enzimas extracelulares em sua grande maioria:
sao facilmente separadas do micélio por filtragio ou
centrifugacdo, o processo pode ser facilmente conduzido,
possuem alta velocidade de sintese e alto rendimento

de conversio de substrato em produto’. Além disso,
sdo enzimas termoestaveis e apresentam versatilidade e
simplicidade na manipulagdo ambiental e genética de sua
capacidade produtiva'.

No caso da produgao de lipases por fermentagao
em estado sdlido (FES), a utilizagdio de residuos
agroindustriais como suporte para o desenvolvimento
do micro-organismo pode ainda reduzir os custos de
operacao® A selecdo de um suporte adequado para a FES
¢ essencial para o bom desempenho do processo. O uso
de residuos agroindustriais, além de representar fontes
alternativas, ajuda a minimizar problemas ambientais
causados por sua deposi¢ao’.

Embora os estudos cientificos tenham se
concentrado mais na aplicagdo destas enzimas, alguns
grupos de pesquisa se dedicam também ao isolamento
de micro-organismos produtores de lipases, em busca
de novas enzimas com diferentes especificidades de
substrato'.

Hoje, conhece-se um grande numero de
micro-organismos produtores de lipases, entretanto
0s micro-organismos conhecidos sdo um percentual
ainda muito baixo da biodiversidade estimada como
potencialmente produtora de enzimas em geral e que
ainda nao foi caracterizada: de 0,2% a 0,6% de bactérias
e aproximadamente 5% para fungos. Um método util
para obter novos biocatalisadores é o isolamento de
micro-organismos de fontes naturais, seguido de testes
de rastreio para identificar a capacidade enzimdtica
desejada, e selecdo das melhores performances'.

O presente trabalho teve como objetivo isolar
e selecionar micro-organismos produtores de enzimas
lipoliticas, bem como avaliar sua a¢do sobre diferentes
substratos: creme de leite de origem bovina, éleo de soja
e gordura de coco.

MATERIAL E METODOS

Isolamento dos micro-organismos

A colegiao fungica foi obtida distribuindo-se, por
varios pontos da cidade de Assis, estado de Sao Paulo,
Brasil, amostras de tecido de algoddo embebidas em
diferentes substratos obtidos no comércio local: creme
de leite da marca Lider ou 6leo de soja da marca Soya.
Apd6s um més, os micro-organismos que cresceram em
cada tecido foram isolados em placas de Petri contendo
o meio agar batata dextrosado (PDA) pela técnica de
esgotamento por estrias e incubados a 25 °C por 48 horas.
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As diferentes colonias de fungos isoladas em cada
placa de Petri foram repicadas em tubos contendo o meio
PDA e, apds um periodo de incubagdo de 72 horas a 25
°C, armazenadas em geladeira a 5 °C para formagao da
colecao de cultura, na qual cada micro-organismo foi
identificado por duas letras iniciais (MM) e um ndmero.
A colegdo de cultura foi mensalmente repicada em tubos
inclinados para a manutengao das colonias.

Preparacao do extrato enzimatico bruto de lipase

O extrato bruto foi preparado por fermentagao
semissolida, inoculando-se 1 mL de suspensdo de
esporos, obtida por adi¢do de 5 mL de agua estéril as
culturas de cada fungo da colegdo de cultura, em um
baldo de Erlenmeyer de 500 mL contendo meio composto
por farelo de trigo com 50% de umidade, previamente
esterilizado em autoclave a 121 °C e pressao de 1 atm por
15 minutos. A inoculagao foi feita em duplicata. Findo o
tempo de incubagdo de 120 horas a 37 °C, o meio recebeu
200 mL de agua destilada e foi agitado por 30 minutos de
modo suave, para evitar a inativacido da enzima. Apds a
agitacao, o extrato foi filtrado a vicuo em papel Whatman
n. 1 e utilizado como fonte de enzima'2.

Determinacao da atividade enzimatica da lipase

A atividade da lipase foi medida utilizando-se
um sistema de reagdo composto por 4 mL de tampao em
acetato 50 mM, pH 5,6, 1 g de substrato (dleo de soja,
gordura de coco ou creme de leite) e 1 mL de extrato
bruto enzimdtico. A mistura foi incubada em balao de
Erlenmeyer de 100 mL e mantida a 30 °C por 60 minutos
a 130 rpm. As andlises para cada extrato enzimatico/
substrato foram feitas em duplicatas.

A reagio foi paralisada pela adi¢ao de 15 mL de
solugdo de acetona-etanol 1:1 (v/v), e os acidos graxos
liberados foram titulados contra solu¢io KOH 0,05 N,
utilizando-se fenolftaleina como indicador. Foi utilizado
como branco a mistura de reagdo em tempo zero.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1
pmol de dcido graxo nas condigdes de ensaio. O célculo
da atividade enzimadtica da lipase no substrato dleo de
soja foi feito a partir de uma curva-padrao de acido
oleico versus mililitros de KOH 0,05 N. No substrato
creme de leite, foi determinada uma curva-padrao de
acido caproico titulada contra KOH 0,05 N; e, para o
substrato gordura de coco, foi utilizada curva-padrao de
4cido laurico titulada contra KOH 0,05 N*.
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Determinacio do teor de proteina

A determinagdo da concentragio de proteina nos
extratos enzimaticos brutos obtidos foi feita pela andlise
de micro-Kjeldahl, segundo método 13.011 da AOAC",
que se baseia na determinagdo do nitrogénio total (NT).

Tratamento estatistico

Os resultados foram obtidos em duplicatas,
e as médias dos valores da atividade enzimdtica dos
diversos extratos enzimaticos foram comparadas pela
analise estatistica multivariada de agrupamento, “Cluster
analysis”, separando os extratos em grupos homogéneos.
Posteriormente, foi feita uma comparagdo dos grupos
por substrato, utilizando andlise grafica por Box-plot,
a fim de se descobrir quais sdo os extratos enzimaticos
que possuem melhor atuagdo em um maior numero de
substratos'®. Para realizacdo das andlises, foi utilizado o
software estatistico Minitab v. 14.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 33 linhagens de fungos, de
diversos pontos da cidade de Assis, que formaram a
cole¢ao fungica estudada no presente trabalho. Esses
micro-organismos foram testados quanto a capacidade
de hidrolisar creme de leite, 6leo de soja e gordura de
coco, pela produgio de lipase extracelular.

Extratos de todas as linhagens estudadas
apresentaram atividade lipolitica frente aos substratos
avaliados, o que se deve ao fato de os fungos terem sido
isolados de meios ricos em gordura, exigindo que o
micro-organismo produzisse a enzima lipase para sua
multiplicagdo. Dessa forma, o proprio meio de isolamento
funcionou como uma pré-selecido de linhagens fiingicas
dotadas de metabolismo capaz de sintetizar enzimas
lipoliticas.

Os diversos extratos enzimdticos foram
comparados pela andlise estatistica multivariada de
agrupamento, “Cluster Analysis”, separando os extratos
em grupos homogéneos de agdo enzimdtica semelhante.
Para realizar a analise de agrupamentos, foram realizados
os algoritmos de Ward (Figura 1) e “Complete Linkage”
Em ambos os resultados, as linhagens fungicas foram
reunidas em quatro grupos, mostrando estabilidade na
analise. Para comprovar a eficicia dos agrupamentos,
foram realizados a analise de variancia e o teste de Tukey
ao nivel de 5%, que confirmaram a diferenca entre os
quatro grupos de fungos.
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Figura 1. Algoritmo de Ward para andlise de agrupamentos

De acordo com a Figura 1, as 33 linhagens
fungicas estudadas foram separadas em quatro grupos
homogéneos, que sao mostrados a seguir:

o Grupo A: MM 22, MM 25, MM 26, MM 28, MM
30, MM 33.

o Grupo B: MM 9, MM 10, MM 16, MM 18, MM 19,
MM 21, MM 24, MM 23, MM 27, MM 31, MM 32.

o Grupo C: MM 4, MM 5, MM 7, MM 8, MM 13,
MM 14, MM 15, MM 17.

o Grupo D: MM 1, MM 2, MM 3, MM 6, MM 11,
MM 12, MM 20, MM 29.

Apdsaandlisedeagrupamentos, foiconfeccionado
o grafico Box-plot (Figura 2) para caracterizar os quatro
grupos de acordo com a atividade enzimdtica de cada
um, mostrando quais extratos possuem melhor atuagdo
nos substratos.

Como pode ser observado na Figura 2, o grupo
C apresenta extratos enzimaticos com maior atividade de
lipase em todos os substratos, seguido dos grupos D e
B. O grupo A ¢ formado por fungos que apresentaram
atividade enzimdatica mais baixa, também em todos
os substratos analisados. Pelo grafico, também ¢é
possivel inferir que, nos diferentes grupos, as lipases
produzidas pelas linhagens fungicas apresentaram maior
especificidade frente ao substrato creme de leite e menor
especificidade com o substrato gordura de coco.

A Tabela 1 apresenta a andlise de variancia e o
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% para as
médias das atividades enzimaticas correspondentes a
cada um dos quatro grupos listados anteriormente.

" Box Plot
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Figura 2. Grafico Box-plot das médias das atividades enzimaticas das
linhagens fingicas (Var 1 - Creme de leite; Var 2 - Oleo de soja; Var
3 - Gordura de coco)

Tabela 1. Médias das atividades enzimaticas dos grupos A, B, Ce D de
linhagens fungicas isoladas em Assis, SP

Creme de leite Oleo de soja Gordura de coco

OO Media DO yegia DEVIO g, Desvie-

padriao padrio padriao
A 2,10¢ 0,44 2,1¢ 0,53 1,78¢ 0,24
B 2,85f 0,83 3,04¢ 0,44 2,98f 0,51
C 7,288 1,27 6,22f 1,13 5,38¢ 0,72
D 5,23" 0,70 4,888 0,69 4,20" 0,59

e, f, g, h - em cada substrato, médias de atividade enzimatica
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

Os dados da tabela confirmam que o grupo C
apresentou maior atividade enzimatica frente a todos
os substratos, porém a agédo lipolitica desses fungos é a
menos homogénea entre todos os grupos, uma vez que
os desvios-padroes das médias do grupo C tém os valores
mais altos. O grupo de agdo enzimatica mais homogénea
foi o A, como se pode verificar pelos desvios-padrdes
com os valores mais baixos. As médias mostradas na
Tabela 1 também confirmam que o grupo A teve a menor
acao lipolitica frente a todos os substratos.

Para determinar o teor de proteinas do extrato
bruto, foram selecionadas, dentro do grupo C, as duas
linhagens flingicas que se mostraram mais eficientes
na produc¢do de enzimas lipoliticas especificas para
cada substrato. Sendo assim, os fungos testados para o
substrato creme de leite foram o0 MM 7 e MM 5; para
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o oleo de soja, os fungos MM 4 e MM 13; por fim, para
gordura de coco, os fungos MM 15 e MM 17.

Os fungos mais eficientes na hidrélise do creme
de leite tiveram sua origem de selecdo em tecido contendo
o substrato creme de leite. Ja os fungos que apresentaram
maior atividade lipolitica no 6leo de soja foram isolados
de tecido contendo 6leo de soja. O substrato gordura
de coco ndo foi utilizado para o isolamento de micro-
organismos no presente projeto, fato que possivelmente
explica a menor atuacdo desses fungos na hidrélise da
gordura de coco. Os fungos MM5, MM7, MM15 e MM
17 foram isolados do substrato creme de leite, e os fungos
MM 4 e MM 13, do substrato 6leo de soja.

Como demonstra a Tabela 2, os fungos
selecionados mantiveram, na nova fermentacdo, a mesma
atividade enzimdtica observada na primeira etapa do
projeto, mostrando-se realmente eficazes na hidrélise
dos substratos creme de leite, 6leo de soja e gordura de
coco.

Tabela 2. Determinagdo da atividade enzimdtica das linhagens
fangicas selecionadas em novo processo de fermentagao

especificidade de hidrolise de acilglicerdis contendo
acidos graxos de cadeia longa com dupla ligagdo na
posi¢do 9'. O valor relatado para o extrato bruto de
uma cepa de Geotrichum spp. foi de 6,22 U/mL, apos
fermentagdo em meio liquido composto de farinha de
soja e trigo em p6 como fontes de carbono e extrato
de levedura e NH,NO, (nitrato de amo6nio) como fonte
de nitrogénio'. Todos os extratos enzimaticos brutos
selecionados neste trabalho apresentaram agao lipolitica
superior, com melhor eficiéncia na hidrélise de gorduras.

Determinacao do teor de proteina

O teor de proteinas totais presentes nos extratos
enzimaticos brutos das linhagens selecionadas foi
determinado pelo método de micro-Kjeldahl. A partir
desses dados, também foi possivel calcular a atividade
especifica da enzima. Os valores de proteina bruta e
a atividade especifica da enzima estao descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Determinagdo do teor de proteinas totais e atividade
especifica dos extratos enzimaticos brutos

. . , 1. Desvio-
Substratos Fungos Repeticoes pmol/mL Média i
a 9,16
MM 5 b 9.83 9,49 0,47
Creme de leite ’
MM 7 N 29 1041 059
b 10,83 ’ ’
a 8,78
MM 4 8,96 0,26
. ) b 9,15
Oleo de Soja
a 7,51
MM 13 7,51 0,00
b 7,51
a 8,52
MM 15 8,52 0,00
Gordura de b 8,52
coco a 8,07
MM 17 8,14 0,11
b 8,22
Em estudo sobre producio de lipase por

Aspergillus spp. realizado por Costa'?, a atividade
enzimdtica do extrato bruto quanto ao substrato 6leo
de oliva foi de 8,4 pmol/mL e, quanto ao substrato
gordura de coco, de 13,8 pmol/mL. Cruz" avaliou a
acao da linhagem Aspergillus spp. n. 1.068 em creme de
leite de vaca, obtendo atividade enzimatica frente a esse
substrato de 8,16 pmol/mL. Em ambos os estudos, os
valores encontrados foram semelhantes aos elucidados
no presente trabalho.

A produgéo de lipase por Geotrichum candidum
tem sido amplamente relatada na literatura, dada sua
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Fungos Repeticoes Proteina Média Desvio-  Atividade
(%) padrao  especifica
(U/mg)

a 1,37

MM 5 1,58 0,30 0,60
b 1,79
a 1,88

MM 7 1,84 0,06 0,56
b 1,79
a 1,31

MM 4 1,60 0,40 0,56
b 1,88
a 1,76

MM 13 1,62 0,21 0,46
b 1,47
a 1,67

MM 15 1,71 0,05 0,50
b 1,74
a 1,83

MM 17 1,87 0,05 0,43
b 1,90

A partir da Tabela 3, é possivel observar que o
teor de proteinas presentes nos extratos enzimaticos
brutos ndo variou muito de um fungo para outro. A
média de todos os extratos foi de 1,7 % de proteinas
brutas, com pequeno desvio-padrao de 0,12. Essa média
¢é semelhante a encontrada por Pastore et al.'’ em seu
estudo sobre a produgdo de lipase por Rhizopus spp. — 0
teor de proteinas no extrato enzimadtico bruto apontado
neste trabalho foi de 2,3 %.

Quanto aos dados de atividade especifica da
lipase, pode-se observar na Tabela 3 que os valores
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obtidos por todos os fungos foram prdéximos, sendo
que o melhor resultado foi o da linhagem MM 5, com
atividade especifica de 0,6 U/mg. Esse valor é superior ao
encontrado por Carvalho et al.', que avaliaram lipases
obtidas de cepas fungicas ap6s 72 horas de fermentagio
em meio de cultivo liquido, e as maiores atividades
especificas foram de 0,56 U/mg, 0,42 U/mg e 0,33 U/mg.

CONCLUSAO

O isolamento de fungos filamentosos com
elevada atividade lipolitica pode ser feito utilizando-se
a técnica empregada neste trabalho, fato comprovado
pela eficiéncia do resultado de sele¢ido e pela relevancia
da especificidade do substrato utilizado como fonte de
nutrientes no isolamento dos micro-organismos, uma
vez que os fungos selecionados em um tipo especifico
de substrato apresentaram maior especificidade para a
hidroélise do tipo de gordura constituinte deste mesmo
substrato.

A pesquisa permitira o estudo das linhagens
isoladas para possiveis aplicagoes biotecnoldgicas
em reacdes de esterificacdo, transesterificacio e
interesterificagdao de 6leos e gorduras.
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RESUMO

Neste estudo, foi avaliado se a forma doméstica de utilizacdo da agua sanitaria é eficiente para higienizar
as alfaces (Lactuca sativa). Para tanto, foram analisadas 28 amostras de alfaces adquiridas diretamente
em um supermercado no municipio de Teresina, PI. As amostras foram lavadas em dgua corrente e, na
sequéncia, apanhadas ao acaso para formar quatro grupos, os quais foram utilizados nos diferentes tempos
de tratamentos por imersdo em solu¢do de agua sanitaria com 200 ppm de cloro ativo: zero (controle),
15, 30 e 45 minutos. Apos o tratamento, foram realizadas as analises microbioldgicas: enumeragao de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli (EC); contagem de bactérias heterotroficas
mesofilas (CBH) e de fungos (F). A solu¢do de dgua sanitdria com 200 ppm de cloro ativo reduziu a carga
microbiana inicial de bactérias heterotroficas, coliformes termotolerantes e Escherichia coliapds 15 minutos
de imersao, entretanto ndo foi eficiente para diminuir a carga de coliformes totais, fungos filamentosos e
leveduras. Concluiu-se que a forma doméstica de utilizagdo da dgua sanitaria, recomendada em cartilhas
distribuidas aos consumidores brasileiros, ndo é eficiente para higienizar as alfaces contaminadas com
coliformes, fungos e/ou Escherichia coli.

Palavras-chave. coliformes, verduras, leveduras, higiene, qualidade.

ABSTRACT

In this work it was evaluated if the domestic use of bleach is effective to rightly sanitize lettuce leaves
(Lactuca sativa). Aiming this, it was analyzed twenty-eight samples of refrigerated lettuce obtained directly
in a supermarket in the city of Teresina, State of Piaui. The samples were washed in flowing water and,
subsequently, picked randomly to form four groups to be used in the immersion time treatment in bleach
solution in 200 ppm of active chlorine: zero (control), 15, 30 and 45 minutes. Then, the microbiological
analyses were made: enumeration of total coliforms, thermotolerant coliforms and Escherichia coli (EC);
counting of mesophilic heterotrophic bacteria (HBC) and fungi (F). The bleach solution in 200 ppm of
active chlorine reduces the initial microbial load of heterotrophic bacteria, thermotolerant coliforms and
Escherichia coli in lettuce leaves after 15 minutes of immersion. However, it was not effective to reduce
the ammount of total coliforms, filamentous fungi and yeasts. Therefore, the domestic use of bleach,
recommended by charts distributed to Brazilian consumers, is not effective to rightly sanitize lettuce
leaves infected by coliforms, fungi and Escherichia coli.

Keywords. coliforms, vegetables, yeast, hygiene, quality.
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INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa) é considerada a hortalica
folhosa mais comercializada no Brasil, sendo considerada
uma cultura horticola de grande consumo. Devido a seu
baixo valor caldrico, esta presente em diversas dietas, o
que favorece bastante seu consumo de maneira geral,
constituindo-se em componente imprescindivel nas
saladas dos brasileiros'.

Recomenda-se o consumo didrio de hortaligas,
pois fornecem intmeros beneficios ao organismo
e colaboram para o desenvolvimento e a regulacao
orgéanica do corpo, devido ao elevado teor de vitaminas e
minerais. A alface destaca-se por fornecer principalmente
carotenoides, que no organismo sdo precursores de
vitamina A, e pelo seu teor significativo de fibras, que
contribui para a prevenc¢io de desordens intestinais?.

Apesar do aumento do consumo de hortaligas
devido a preocupagdo com a satide e o interesse por
uma vida mais saudavel’, principalmente as hortalicas
folhosas constituem fonte potencial de micro-organismos
patogénicos, contribuindo para a elevagao do numero
de casos de doencas veiculadas por alimentos*. Frank
e Takeushi’ alertam que vegetais frescos, especialmente
alface, foram identificados como veiculos de bactérias
patogénicas relevantes para a saude publica, tais
como Salmonella, Shigella, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, E.coli enteropatogénica, E.coli
enterotoxigénica e E.coli enterohemorragica (por
exemplo, E.coli O157:H7), além de protozoarios, parasitas
e virus da hepatite A°.

A contaminacdo da alface é um fator limitante
para sua comercializa¢do, sendo diversas as causas que
podem levar a presenca de elevada carga microbiana
nesse produto, tais como condiq()es sanitarias
desfavoraveis nas areas rurais e urbanas, que favorecem
a ocorréncia de contaminacio e transformam os
vegetais em veiculos de transmissdo de patdgenos’.
Desse modo, pode-se afirmar que os riscos microbianos
que afetam a seguranca dos alimentos podem estar
presentes em qualquer ponto da cadeia produtiva, como
o cultivo, a colheita, a lavagem, o armazenamento, o
transporte, a comercializagdo e, finalmente, a mesa do
consumidor®. Outros fatores importantes que podem
também representar uma grande fonte de contaminagao
e disseminagdo de micro-organismos nesse alimento
sdo a pratica do uso de adubo orgénico, a utilizacao de
aguas contaminadas para irrigacdo, o transporte feito

em engradados abertos e a falta de higiene pessoal no
momento da manipulagdo dos alimentos’. As alfaces
in natura sao amplamente consumidas em residéncias;
desta forma, é importante buscar meios para reduzir a
contaminagdo microbiana inicial. A lavagem em agua
corrente de boa qualidade pode reduzir em até 90% a
carga microbiana dos vegetais'’, porém nao ¢é suficiente
para manter a contaminagdo em niveis seguros, sendo
essencial a aplicacdo de uma etapa de sanitiza¢ao com
agentes antimicrobianos''. A pratica de sanitizagao deve
ser usada como complementagdo das Boas Préticas de
Producio (BPP) para reduzir a niveis seguros a presenga
de micro-organismos patogénicos no alimento'?, sendo
que em hortalicas este processo é considerado uma etapa
critica na seguranc¢a do consumo®.

Entende-se como dagua sanitaria as solugoes
aquosas a base de hipoclorito de sédio ou calcio, que
apresentam teor de cloro ativo entre 2,0 a 2,5% p/p e
que podem conter apenas hidréxido de sddio ou célcio,
cloreto de s6dio ou cdlcio e carbonato de sédio ou calcio
como estabilizante. Deve ser fabricada com agua potavel,
sem adicdo de corantes, fragrancias, sequestrantes,
tensoativos ou quaisquer outras substincias. Pode ter
acdo como alvejante e de desinfetante de uso geral",
sendo que os compostos a base de cloro sdo biocidas de
amplo espectro de a¢do, que reagem com as proteinas
da membrana das células microbianas, interferindo
no transporte de nutrientes e promovendo a perda de
componentes celulares’. Por ser um produto de baixo
custo, eficiente e com ampla aplicagdo popular, a agua
sanitdria é o sanitizante mais utilizado para higienizacao
de alimentos em residéncias.

A legislagao recomenda que o tempo de contato
para desinfec¢do de ambientes e superficies inanimadas é
no minimo 10 minutos', porém nao menciona o periodo
necessario para desinfecgdo de alimentos.

Baruffaldi et al.’® avaliaram que o tratamento
quimico, com solu¢do de hipoclorito de so6dio de 40
ppm de cloro livre, de folhas de alface por um periodo
de exposi¢do de 10 minutos mostrou-se eficaz do ponto
de vista parasitologico. Fontana'’ recomenda que 15
minutos em solu¢des de hipoclorito a 50 a 200 ppm sdo
suficientes para obtencao dos efeitos sanitizantes para
coliformes.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(Anvisa) recomenda, em cartilhas para manipuladores de
alimentos, que, apos lavagem em dgua corrente, as folhas
de alfaces permanegam imersas em solu¢iao de agua

57



Santos HS, Muratori MCS, Marques ALA, Alves VC, Cardoso Filho FC, Costa APR, et al. Avaliagdo da eficdcia da 4gua sanitdria na sanitizagao
de alfaces (Lactuca sativa). Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(1):56-60.

clorada a 200 ppm (uma colher de sopa para um litro de
agua) por 10 minutos para que possam ser consumidas
com seguranga'®.

As indicagdes de desinfeccdo de alfaces em agua
sanitaria devem ser estudadas para comprovar a eficacia
das recomendacdes institucionais em rotinas caseiras.
Deste modo, este trabalho objetivou avaliar se a forma
doméstica de utilizacdo da agua sanitaria é eficiente para
higienizar adequadamente as alfaces.

MATERIAL E METODOS

De janeiro a junho de 2008, foram analisadas
28 amostras de alfaces (Lactuca sativa), refrigeradas,
adquiridas diretamente em um supermercado no
municipio de Teresina-PI, o qual foi escolhido por
fornecer verduras em condi¢bes aparentemente
adequadas de higiene. Semanalmente, foi adquirida uma
amostra de alface crespa, coletada do balcdo refrigerado
do supermercado e acondicionada em saco plastico
de primeiro uso, sendo em seguida encaminhada ao
Laboratdrio de Controle Microbioldgico de Alimentos
do Nucleo de Ensino, Pesquisas e Processamento
de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui.

As amostras de alface foram retiradas dos sacos
plasticos, e as folhas, removidas do talo para lavagem em
agua corrente. Na sequéncia, as folhas foram distribuidas
ao acaso para formarem quatro grupos, utilizados para
avaliar diferentes tempos de imersio em solugdo de
agua sanitdria a 200 ppm de cloro ativo (uma colher de
sobremesa, que corresponde a 8,0 mL, para 1,0 L de agua),
conforme recomendado pela Anvisa'®. A marca de dgua
sanitdria utilizada apresentava registro no Ministério
da Saude, estava dentro do prazo de validade e trazia
informacdo no rétulo sobre concentragido entre 2,0 e

2,5% de cloro livre'. Para efeito de cdlculos, neste estudo,
considerou-se que a agua sanitaria utilizada continha
2,0% de cloro ativo.

O projeto foi desenvolvido em sistema fatorial 4x7
(quatro tempos de imersdo em solugao de agua sanitaria
com sete repeti¢des), formado por periodos de imersdo
das folhas de alfaces em zero (grupo controle, TO), 15, 30
e 45 minutos (T1, T2, T3) em solu¢ao de dgua sanitaria.

As folhas de alface ficaram completamente
imersas na solugdo com agua sanitaria em recipientes
plasticos, sem agitacdo, simulando o preparo doméstico,
pelo tempo de contato estabelecido para cada tratamento
(zero-controle, 15,30 e45 minutos deimersao). Decorrido
o tempo de contato estabelecido para cada tratamento,
foram feitas as seguintes andlises microbioldgicas
recomendadas pela legislacdo vigente": enumeragdo de
coliformes totais (a 35 °C), de coliformes termotolerantes
(a 45 °C) e de Escherichia coli (EC) pelo método dos
tubos multiplos®; contagem de bactérias heterotrdficas
mesofilas, conforme recomenda Mourton?, e de fungos
em placas Petrifilm YM, segundo as instrugdes do
fabricante.

Apos a obtengao dos resultados, os valores das
contagens foram transformados emlog, , correlacionados
e submetidos a analise de variancia e aplicagdo do teste
de SNK para comparagao das médias utilizando o Pacote
Estatistico Sigma Stat®?. O nivel de significdncia utilizado
em todos os testes foi p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados indicaram que
imergir as folhas de alfaces por 15 minutos em solugdo
de agua sanitaria a 200 ppm é suficiente para reduzir
significativamente (p < 0,05) a carga de bactérias
heterotroficas, de coliformes termotolerantes e de

Tabela 1. Resultados médios e desvio padrao das andlises microbioldgicas em amostras de alfaces comercializadas em Teresina-PI, submetidas

a diferentes tempos de imersdao em solugdo de cloro a 200 ppm

Bactérias Fungos Coliformes
X _ heterotroficas Coliformes totais Escherichia coli
Tempo de imersao mesofilas filamentosos e (NMP/g) termotolerantes (NMP/g)
(UEClg) leveduras (UFC/g) (NMP/g)
0,0 minuto (controle -TO0) 5,492 + 0,54 3,91*+ 0,86 3,082 + 0,56 1,272 + 0,91 0,882 + 0,94
15 minutos (T1) 4,04°+ 0,89 2,08*+ 0,25 2,252 + 1,12 0,73+ 0,70 0,20°+ 0,37
30 minutos (T2) 3,69°+ 1,14 1,94*+ 1,10 1,68*+ 0,80 0,53°+ 0,56 0,30+ 0,34
45 minutos (T3) 3,88°+ 0,73 2,49*+ 0,53 2,32*+ 0,81 0,79° + 0,80 0,43°+ 0,57

»b = Jetras iguais, resultados semelhantes na mesma coluna; UFC/g = unidade formadora de colonia; NMP/g = niimero mais provével; ppm =

partes por milhdo
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Escherichia coli. Entretanto, os tratamentos avaliados
nao foram eficazes para reduzir a populagdo inicial de
coliformes totais, de fungos filamentosos e leveduras.
Néao houve diferenca (p > 0,05) entre os tempos de
imersdao T1, T2 ou T3, e, portanto, aumentar o tempo
de contato com a solu¢ao de dgua sanitaria nao reduziu
significativamente as cargas microbianas presentes nas
alfaces (Tabela 1).

Foi possivel observar a reducao de até dois ciclos
logaritmicos nos resultados microbiolégicos das amostras
de alface que ficaram imersas em solugao de agua clorada
a 200 ppm de cloro ativo (Tabela 1), diferentemente de
outros estudos'"'>>*%, os quais verificaram que a agua
sanitaria nao foi eficaz para inativar completamente a
carga microbiana presente nos vegetais analisados.

Lopez-Galvez et al.* argumentam que a baixa
eficiéncia do hipoclorito pode estar relacionada a
localizagdo das células bacterianas, que podem estar
protegidas nos estomatos teciduais das folhas de alface,
o que talvez dificulte a exposi¢ao ao sanitizante. Deste
modo, apesar de lavadas e sanitizadas com solugdo de
agua sanitaria, as alfaces poderiam ainda veicular micro-
organismos e, dessa forma, representariam um veiculo de
transmissdo de doengas*>2,

De modo geral, as alfaces comercializadas em
Teresina sdo fornecidas por agricultores locais e hortas
comunitarias e siao cultivadas diretamente no solo,
condigoes que favorecem a ocorréncia de contaminagdes
e, por consequéncia, a transmissao de patogenos”®. Além
disso, a contaminagdo observada nas alfaces também
pode ser decorrente da manipulagdo pds-colheita®.

Segundo Beuchat et al."’, a lavagem das folhas de
alface reduz mecanicamente até 90% da carga microbiana
presente. Porém, neste experimento, antes de serem
imersas na solugdo de agua sanitaria a 200 ppm de
cloro ativo, por tempo variado, as folhas de alface foram
lavadas em dgua corrente e, ainda assim, apresentaram
contagens de bactérias heterotrdficas de 5,49 UFC/g em
log . verificada no grupo controle (T0). A utilizagdo de
sanitizante conforme recomendam alguns autores'"'>!52
nao foi suficiente para reduzir a contaminagio de alfaces
por bactérias. Embora niao tenha sido pesquisada a
presenca de Salmonella spp., foi encontrada E. coli, que
também é uma enterobactéria, a qual, dependendo do
sorotipo, pode causar doengas transmitidas por alimentos.

Devido a informag¢bes nutricionais e a
globalizagdo, recentemente, os habitantes de Teresina
passaram a utilizar mais vegetais em suas dietas diarias,

que, segundo Oliveira e Marchini? sdo fontes de fibras e
proporcionam vida saudavel®. Os teresinenses consomem
com frequéncia alface crua em suas refeicdes didrias,
principalmente na forma de saladas. Esta forma de
consumo ¢é semelhante a relatado por Fernandes et al.!
nas demais regides brasileiras. Diante disso, a eficiéncia
dos processos de sanitizagdo torna-se importante para
garantir a seguranga dos consumidores.

CONCLUSAO

A utilizag¢do de solugdo de agua sanitaria com
200 ppm de cloro ativo reduziu a carga microbiana
inicial de bactérias heterotroficas mesofilas, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli presente em folhas
de alfaces apo6s 15 minutos de imersdo. No entanto, este
mesmo tratamento ndo foi eficaz para coliformes totais
e fungos. Os dados sugerem que a forma doméstica de
utilizagdo da dgua sanitaria, recomendada pelas cartilhas
distribuidas para consumidores brasileiros, nao ¢é
eficiente para higienizar adequadamente, isto é, reduzir
a carga de micro-organismos a niveis minimos e seguros
para alfaces consumidas in natura.
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RESUMO

O dleo da castanha-de-cutia (Couepia edulis) foi extraido por prensagem a frio e caracterizado fisico-
quimicamente por meio de métodos analiticos padrdo para dleos e gorduras. Foram avaliados o teor de
acidos graxos livres, os indices de acidez, de peroxidos, de iodo, de refracio e de saponificagdo e a matéria
insaponificavel. A estabilidade oxidativa foi determinada com o uso do equipamento Rancimat; o perfil
de 4cidos graxos, por cromatografia gasosa e por ressonincia magnética nuclear de protons (RMN-H?)
por espectrometria. A andlise da composi¢do de tocoferdis foi realizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia, e dos compostos fendlicos totais, por espectrofotometria UV-Vis. Por se tratar de 6leo prensado
a frio, os resultados dos indices de acidez e de perdxidos confirmaram a estabilidade das amostras
prensadas, uma vez que o processo ndo interfere na qualidade do 6leo. Quanto & composi¢ao quimica
de acidos graxos, evidenciaram-se maior percentual de acidos graxos insaturados, aproximadamente
52,78%, e a presenca de dcidos graxos conjugados. O dleo apresentou ainda relevante teor de compostos
fenolicos totais, os quais constituem fonte viavel de a- e y-tocoferéis. Por ser fonte de compostos bioativos,
hd perspectivas de uso do 6leo da castanha-de-cutia como matéria-prima para industrias quimicas e
farmacéuticas.

Palavras-chave. caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade oxidativa, cromatografia gasosa, RMN-H!,
tocoferodis.

ABSTRACT

The oil from cutia nut (Couepia edulis) was extracted by cold pressure, and it was physical-chemically
characterized by standard analytical methods for oils and fats. This work evaluated: the free fatty acids
contents; acid, peroxide, iodine, saponification, and refraction index values; and the unsaponifiable
fractions. The oxidative stability was determined by using Rancimat equipment, and fatty acid
profile by gas chromatography and proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (‘H NMR).
The analysis of tocopherols composition was performed by high efficiency liquid chromatography,
and the total phenolic compounds by spectrophotometry. Being a cold-pressed oil, the results of free
fatty acid and peroxide confirmed the stability of the pressed samples, as the process did not cause
effect on the oil quality. As for the fatty acid chemical composition, we found a high percentage of
unsaturated fatty acids, approximately 52.78%, and the occurrence of conjugated fatty acids. Also, the
oil showed a relevant total phenolic compound content. It means that it constitutes a viable source of
a-and y-tocopherols. Being a source of bioactive compounds, there is a favorable outlook for using
the oil of cotia nut as a raw material for chemical and pharmaceutical industries.

Keywords. physical-chemical characteristics, oxidative stability, gas chromatography, 'H NMR,
tocopherol.
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INTRODUCAO

Compostos bioativos sdo constituintes extras
nutricionais e ocorrem tipicamente em pequenas
quantidades nos alimentos. O estudo desses compostos
bioativos inspirou o conceito de alimentos funcionais.
Segundo Day et al!, alimento funcional seria qualquer
alimento, natural ou processado, que, além de seus
nutrientes, possua componentes adicionais que atuem no
metabolismo e na fisiologia humana, promovendo efeitos
benéficos a saude, retardando o aparecimento de doengas
cronico-degenerativas e melhorando a qualidade e a
expectativa de vida das pessoas. No Brasil, o Ministério da
Satide, por meio da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
(ANVISA), regulamentou os alimentos funcionais.

Ha grande demanda comercial por dleos vegetais
ricos em compostos benéficos para a saude, devido ao
interesse dos consumidores pela redu¢ao do risco de
doencas e pela promogio da saude por meio da melhoria
na dieta. Esses compostos benéficos incluem tocoferois,
carotenoides, compostos fenolicos e composi¢io especial
em 4cidos graxos, como alto conteudo de acidos graxos
mono e poli-insaturados.

Os 4cidos graxos linoleico (C18:2 n-6) e
a-linolénico (C18:3 n-3) sio recomendados hd muito
tempo na alimentagdo didria, ja que estao relacionados a
importantes eventos fisiolégicos, como cancer, trombose,
artrite e outros processos inflamatorios e oxidativos. Nos
ultimos anos, também tem sido recomendado o consumo
de dleos vegetais ricos em dcido graxo monoinsaturado
oleico (C18:1 n-9). Tal fato tem incentivado pesquisas
por novas fontes de 6leos e azeites vegetais que atendam
a essas recomendacdes de composicao’.

Os tocoferdis estdo presentes de forma natural na
maioria dos dleos vegetais. Existem quatro tipos: a-, -,
Y-, e O-tocoferol, sendo o a-tocoferol o mais abundante
nos alimentos e o de maior atividade biologica como
vitamina E. A atividade antioxidante dos tocoferdis se deve
principalmente a sua capacidade de doar seus hidrogénios
fenolicos aos radicais livres lipidicos, inibindo a oxidagao.
Contudo, tem sido notado que a atividade dos tocoferdis
in vitro depende também de muitas outras possiveis
reagOes paralelas, que sdo drasticamente afetadas pelas
suas concentragdes relativas, temperatura e luz, tipo de
substrato e por outras espécies quimicas atuando como
pro-oxidantes e sinergistas no sistema*.

Os compostos fenolicos tém recebido atengao
nos ultimos anos por sua a¢ao antioxidante, inibindo a
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peroxidacao lipidica e a atividade de lipoxigenase in vitro.
Esses compostos desempenham um papel importante,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagao
do processo oxidativo. Antioxidantes fenolicos
funcionam como sequestradores de radicais livres,
doando um atomo de hidrogénio a um radical lipidico,
e algumas vezes como quelantes de metais. Os produtos
intermedidrios, formados pela acdo desses antioxidantes,
sao relativamente estaveis devido a ressonincia do anel
aromatico apresentado por tais substancias. A eficiéncia
do antioxidante fendlico ¢ determinada pelos grupos
funcionais presentes e pela posi¢do que ocupam no anel
aromatico®’.

A flora brasileira é uma das mais ricas fontes
de novas substincias bioativas, e a vasta diversidade
de tradigoes a ela associadas é apenas um reflexo desse
imenso potencial, além de uma valiosa ferramenta no
estudo e na explora¢io de seus recursos®. A castanha-
de-cutia (Couepia edulis Prance), pertencente a familia
Chrysobalanaceae, ¢ uma espécie endémica da regido
central da Amazdnia. Trata-se de um fruto fibroso,
ovoide alongado, de cor pardo-escura, formado de casca
espessa, lisa e dura, mas esponjosa, que encerra uma
castanha com envoltdrio escuro, quase preto, envolvendo
a améndoa de cor branca. O peso médio de um fruto é
82 g, e 0 de uma améndoa ¢ 15,5 g. As améndoas tém
sabor similar ao da castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa), ainda que a textura seja um pouco mais branda.
O grande potencial da espécie é como produtora de
6leo, pois sua améndoa produz cerca de 73% de 6leo
usado pelos moradores locais como matéria-prima para
produgio de sabao caseiro e na culinaria, além do uso de
suas améndoas assadas como alimento. O 6leo extraido
das améndoas ¢é claro, inodoro e utilizado para cozinhar.
Além disso, o 6leo dessa castanha pode ser aproveitado
também na industria de tintas e vernizes®'’.

O estudo detalhado da composi¢gio do 6leo
extraido das castanhas-de-cutia ird contribuir com os
profissionais da area de alimentos para uma adequada
orienta¢do dietética, bem como na obten¢do de dados
que possam ser utilizados em tabelas de acidos graxos,
compostos fenolicos e tocoferois de sua fragao lipidica. A
obtencdo de dados referentes & composi¢ao de alimentos
amazonicos tem sido estimulada com o objetivo de
reunir informagoes atualizadas, confidveis e adequadas
a realidade nacional. O presente trabalho teve como
objetivo determinar, no dleo extraido das castanhas-de-
cutia (Couepia edulis), as caracteristicas fisico-quimicas,
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o perfil de acidos graxos, os teores de tocoferdis, a
atividade de vitamina E e a concentragdo de compostos
fenolicos totais, visando a uma possivel utilizagdo para
fins alimenticios ou industriais.

MATERIAL E METODOS

Material

No presente trabalho, foram utilizadas castanhas-
de-cutia provenientes do Norte do Brasil, regido de
clima tropical. Trés lotes da amostra foram colhidos em
Manaus, no estado do Amazonas, no més de marco de
2010.

Imediatamente apds o recebimento, as castanhas
foram descascadas e selecionadas para remocdo de
sujidades provenientes das cascas e separagdo das
que sofreram injurias. Em seguida, foram secas por
aproximadamente 72 horas, em bandejas, a temperatura
ambiente (30 °C), a fim de reduzir o teor de umidade
para valor abaixo de 10%. Os lotes de castanhas foram
homogeneizados, acondicionados em embalagens
a vacuo, devidamente rotulados e armazenados sob
refrigeragdo (5 = 1 °C).

As amostras de 6leo foram obtidas por meio de
processo fisico de extra¢do a frio por prensa hidraulica
Tecnal, Modelo TE-098, em temperatura ambiente, com
pressdo inicial de trés toneladas e final de 12 toneladas.
Depois, foram acondicionadas em vidro &mbar,
inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a -18
°C para analises posteriores.

Métodos

o Acidos graxos livres, expressos como acido oleico,
pelo método Cd 3d-63 da AOCS'.

o Indice de acidez, expresso em mg NaOH.g',
calculado multiplicando-se a quantidade de acidos
graxos livres por 1,99'.

« Indice de peréxidos, expresso em milequivalentes
de oxigénio ativo contidos em um quilograma de
6leo, conforme método Cd 8b-90 proposto pela
AOCS™.

o Indice de iodo, expresso em gramas de iodo
absorvido por 100 gramas de amostra, determinado
pelo método Cd 1-25 AOCS'.

« Indice de refracio, de acordo com o método Cc
7-25 AOCS'". A leitura foi feita na escala que
resulta diretamente no indice de refracio absoluto
a 40 °C.

Indice de saponificagdo, definido pela quantidade
em miligramas de hidréxido de potassio necessaria
para saponificar um grama de 6leo ou gordura,
segundo método Cd 3¢-91 AOCS".

Matéria  insaponificavel, correspondente  a
quantidade total de substincias dissolvidas nos
6leos e gorduras, que apds saponificagdo com
alcalis foram insoltveis em solu¢ao aquosa, mas
soltiveis em solventes, de acordo com o método Ca
6b-53 AOCS!.

Indice de estabilidade oxidativa, conforme método
Cd 12b-92 proposto pela AOCS", utilizando o
Rancimat a 100 °C, com fluxo de ar de 20 L.h'}; 3
g de amostra e volume de agua destilada de 60 mL
nos frascos contendo os eletrodos.

Perfil de acidos graxos, por cromatografia gasosa
a partir das amostras transesterificadas com
hidréxido de potassio metandlico em n-hexano,
segundo método Ce 2-66 da AOCS'". Para a
determinagdo analitica, segundo metodologia
adaptada de Ce 1-62 da AOCS", utilizou-se um
cromatografo gasoso equipado com detector de
ionizagao de chama, sistema de injegdo split de
aproximadamente 1:30 e amostrador automatico.
Os compostos foram separados em coluna capilar de
silica fundida CP-Sil 88, de 60 m de comprimento,
com didmetro interno de 0,25 mm e espessura de
filme de 0,20 um. A temperatura inicial da coluna
foi 90 °C (durante quatro minutos), programada
para alcangar 195 °C com incremento de 10 °C .
min’, sendo, entdo, mantida em isoterma por 16
minutos. A temperatura do injetor foi 230 °C, e do
detector, 250 °C. O gés de arraste foi o hidrogénio.
Os acidos graxos foram identificados de acordo com
os tempos de retencdo, e a quantificagio foi feita por
normalizag¢do da area (%). Utilizou-se como padrio
uma mistura composta de 37 ésteres metilicos de
acidos graxos (Supelco, Bellefonte, USA), de C4:0 a
C24:1, com pureza entre 99,1% e 99,9%.
Espectroscopia por ressonancia magnética
(RMN-H'), empregando espectrometro AC
BRUCKER a 400 MHz em temperatura ambiente.
Utilizou-se CDCl3 como solvente, e todos os
deslocamentos quimicos foram citados em relagao
ao tetrametilsilano (TMS), usando-se a convenc¢io
positiva downfield. Os sinais de hidrogénio da
amostra foram comparados aos relatados na
literatura.
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« Composi¢do de tocoferois, determinada pelo
método AOCS Ce 8-89''. A analise foi realizada
por cromatografia liquida com detector de
fluorescénciamarca TSP, modelo FL2000,deacordo
com as seguintes condi¢des: coluna de silica 250 x
4,6 mm, com poro de 5 pm; fase mével composta
por n-hexano: dlcool isopropilico (99,5:0,5 v/v);
fluxo de 1,2 mL.min"' e comprimento de onda para
excitagdo em 290 nm e para emissao em 330 nm.
A quantificagdo foi realizada por padronizagio
externa com base nas areas dos picos, utilizando
padroes de a-, -, y- e -tocoferol, sendo expressos
em mg.kg"' de dleo.

o Atividade de vitamina E, representada como
equivalente de a-tocoferol, foi calculada utilizando-
se fator de corre¢do 1,0 para o teor de a-tocoferol,
enquanto as concentragdes de - e y-tocoferol
foram multiplicadas por 0,25, e para a quantidade
de 6-tocoferol foi utilizado o fator de corre¢io 0,01.
Os isdmeros -, y- e §-tocoferdis foram calculados
com menor fator de corre¢do, a fim de evitar a
supervalorizagdo do equivalente de a-tocoferol®.

« Compostos fenolicos totais, por espectrofotometria
UV-Vis utilizando reagente de Folin-Ciocalteau,
e curva-padrdo de dacido galico conforme
método descrito por Singleton e Rossi'*. A cor
azul produzida pela redu¢io do reagente de
Folin-Ciocalteau pelos fendlicos foi medida
espectrofotometricamente no comprimento de
onda de 765 nm, e os resultados foram expressos
em mg de equivalentes de acido galico por grama
de dleo (mg EAG.g"). A extragdo dos compostos
fenolicos foi realizada utilizando solvente metanol
de acordo com o método proposto por Parry et al..

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao fisico-quimica

Os valores médios obtidos pelas analises fisico-
quimicas realizadas no o¢leo extraido da castanha-de-
cutia sdo mostrados na Tabela 1. A porcentagem de acidos
graxos livres e o indice de acidez estdo relacionados com
a ocorréncia de hidrélise no éleo. O indice de acidez
¢ definido como o nimero de miligramas de KOH
necessario para neutralizar um grama de amostra. Dessa
forma, é comumente utilizada uma simples relagao entre
os dois parametros: indice de acidez = 0,503% dos acidos
graxos livres'>. A porcentagem de dcidos graxos livres
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apresentada pelo dleo da castanha-de-cutia foi 0,35%,
valor inferior ao limite de 5% adotado para alguns 6leos
vegetais brutos, como os 6leos de milho, de coco, de
babagu e de palma, conforme a resolucdo RDC n. 270
da ANVISA', que estabelece o regulamento técnico para
o6leos vegetais.

A Comissao Codex Alimentarium'® determina
como parametro de qualidade, para 6leos brutos, acidez
maxima de 4,0 mg KOH.g", enquanto a Resolugao RDC
n° 270 da ANVISA® determina, para 6leos refinados, o
maximo de 0,6 mg KOH.g™". No 6leo analisado, observou-
se indice de acidez de 0,69 mg NaOH.g"', apresentando
valor dentro do permitido tanto para 6leos brutos quanto
para refinados, indicando sua boa qualidade.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da castanha-de-cutia

Caracteristica Valor

Acidos graxos livres (%) 0,35+ 0,01
Indice de acidez (mg NaOH.g") 0,69 + 0,01
Indice de peréxidos (meq.kg™!) 0,02 + 0,01
Indice de iodo (g1,.100 g!) 90,67 + 1,09
Indice de refracio (40 °C) 1,4763 + 0,0002
Indice de saponificagdo (mg KOH.g") 187,73 + 0,89
Matéria insaponificavel (%) 0,38 + 0,01
Estabilidade oxidativa (horas) 1,54 + 0,02

Valores médios + erro padrdao da média de determinagdes em triplicata

Em bleos extraidos de castanha-do-brasil, Ferreira
et al.”” obtiveram baixos valores de indice de acidez (0,207
mg KOH . g") e dcidos graxos livres (0,104%), indicando
um minimo grau de lipdlise desenvolvida nesses dleos
devido a atividade enzimatica. Queiroga Neto et al.’®
analisaram o o6leo da castanha-do-gurgueia, obtendo
valores de acidos graxos livres de 0,6%.

A medida do indice de perdxidos em oleos é
utilizada como um indicador dos estagios iniciais de
oxidagdo lipidica. A Comissdo Codex Alimentarium'®
estipula, para dleos refinados e brutos, valores maximos de
indice de peroxidos de 10 e 15 meq.kg, respectivamente.
O teor de perodxidos encontrado no éleo da castanha-de-
cutia foi 0,02 meq.kg™, valor inferior ao limite, mostrando
tratar-se de um 6leo de boa qualidade.

Em estudo realizado com a castanha-do-gurgueia,
Queiroga Neto et al.'’® encontraram teor de perdxidos de
0,72 meq.kg, enquanto Vanhanen e Savage", analisando
6leo industrializado de nozes, encontraram indice de
perdxidos de 0,97 meq.kg'.

Osindices de iodo e refracao, ambos relacionados
com o grau de insaturagdo do 6leo, foram de 90,67 g



Costa-Singh T, Bitencourt TB, Jorge N. Caracterizagdo e compostos bioativos do 6leo da castanha-de-cutia (Couepia edulis). Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2012; 71(1):61-8.

12.100 g' e 1,4763, respectivamente. Esses valores sido
semelhantes aos do 6leo de arroz, cujo indice de iodo
estd entre 90 e 115 g 1,100 g', e 0 de refragéo, a 40 °C,
entre 1,467 e 1,477'. Chaves et al.?* encontraram indice
de iodo de 66,3 g 1,.100" g para a améndoa-de-chichd
(Sterculia striata).

O indice de saponificacao foi de 187,73 mg
KOH.g", o que indica que o 6leo da castanha-de-cutia é
formado por acidos graxos de peso molecular semelhante
ao da maioria dos 6leos vegetais, como os de soja, canola,
girassol, cujos indices de saponificagdo, segundo a
ANVISA®, sdo superiores a 181 mg KOH.g™.

Com relagdo ao teor de matéria insaponificavel,
a porcentagem encontrada para o 6leo da castanha-de-
cutia foi de 0,38%, indicando a presenca de pequenas
quantidades de substancias como esterdis, tocoferois,
pigmentos e hidrocarbonetos.

Kornsteiner, Wagner e Elmadfa® estudaram as
caracteristicas dos dleos de diferentes castanhas e nozes,
reportando teores de matéria insaponificavel desde 0,27%,
para o 6leo da avela, até 0,52%, para a castanha-do-brasil,
enquanto os 6leos da noz e da noz-peca continham 0,33 e
0,38%, respectivamente.

Pela Comissao Codex Alimentarium'®, o limite
maximo de matéria insaponificavel para os oleos de
girassol, soja, coco e algoddo ¢é 1,5%. Ja para os dleos de
canola e uva, 2%; e, para o 6leo de milho, 2,8%. Tendo
por bases esses valores, o 6leo analisado apresenta teores
de matéria insaponificavel de acordo com valor aceito
para 6leos comestiveis.

Ainda pela Tabela 1, verifica-se que a estabilidade
oxidativa do o6leo foi de 1,54 horas nas condicoes
estudadas. A estabilidade oxidativa faz uma avaliacdo
do estado de oxidagdo dos dleos e gorduras e é uma
determina¢ao importante a nivel industrial. Trata-se de
um parametro comparativo muito utilizado no controle
de qualidade de matérias-primas e de processos para
se avaliarem diferentes tipos de dleos, bem como na
determinacio da eficiéncia da adi¢do de antioxidantes.
A estabilidade oxidativa é expressa pelo “periodo de
indu¢ao” da reagdo, ou seja, o tempo necessario para se
atingir um ponto critico de oxidagao.

Arain et al.* encontraram para o 6leo de arroz
3,62 horas de estabilidade oxidativa, sob 110 °C de
temperatura e fluxo de ar de 20 L.h'. Amaral et al.,
caracterizando o dleo de seis cultivares de nozes (Juglans
regia), obtiveram estabilidade oxidativa, sob as mesmas
condicoes deste estudo, oscilando entre 2,7 e 3,4 horas.

Perfil de acidos graxos

A Tabela 2 apresenta o perfil de acidos graxos do
oleo da castanha-de-cutia. O 6leo mostrou-se composto
principalmente por acidos graxos insaturados (52,78%),
dos quais 40,39% sdo monoinsaturados e 12,39% poli-
insaturados. Dentre os monoinsaturados, destacou-se o
acido oleico, correspondendo a 39,04%. Ja entre os acidos
graxos poli-insaturados, houve predominéancia do acido
linoleico (12,39%). A presenca de acido linoleico em teores
adequados é fundamental, uma vez que se trata de um acido
graxo essencial. Entre os acidos graxos saturados, o acido
palmitico apresentou-se em quantidades significativas
(31,20%). No entanto, ha uma quantidade significativa
(9,2%) de acidos graxos nao identificados, podendo estar
incluidos neste percentual componentes como acidos
graxos conjugados, que ndo podem ser identificados pelo
padrao utilizado na cromatografia gasosa, o que justificaria
a baixa estabilidade oxidativa encontrada.

Tabela 2. Perfil de 4cidos graxos do dleo da castanha-de-cutia

Acidos graxos Valor médio (%)*
C16:0 (palmitico) 31,20 £ 0,13
C18:0 (estedrico) 6,36 + 0,01

C20:0 (araquidico) 0,54 + 0,01

Total de saturados 38,1+ 0,05

Cle:1 1,27 £ 0,01

C18:1 (oleico) 39,04 + 0,03

Total de monoinsaturados 40,39 + 0,02
C18:2 (linoleico) 12,39 + 0,03

Total poli-insaturados 12,39 + 0,03

NI 9,20 + 0,09
Saturados/insaturados 1/1,39

Acido oleico/linoleico 1/0,32

*Valores médios * erro padrio da média de determinagdes em
triplicata. NI: ndo identificados.

A composi¢do em acidos graxos aqui apresentada
assemelha-se a encontrada pelo estudo de Chaves et al.%,
realizado com o 6leo da améndoa-de-chicha (Sterculia
striata), e de Luzia, Bertanha e Jorge”, com 6leo de
sementes de pitanga (Eugenia uniflora L). Nos referidos
trabalhos, os contetdos de 4cido oleico foram de 35,9% e
38,01%;e delinoleico,de 12,0% e 13,61%, respectivamente.
Esses valores sao proximos ao perfil de acidos graxos do
6leo de palma, que apresenta teores de acido oleico entre
36% e 44% e acido linoleico entre 9% e 12%*°.

RMN-H1

O espectro do o¢leo da castanha-de-cutia
apresenta sinais similares aos dos acidos oleico e linoleico,
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predominantes no 6leo analisado. A Figura 1 apresenta o
espectro de RMN-H! para o dleo da castanha-de-cutia.
O espectro de RMN-H' do dleo mostra claramente duas
regides distintas: sinais na regido entre 2,77 e 0,90 ppm
correspondem aos hidrogénios das cadeias alquilas dos
acidos graxos saturados e insaturados. Os sinais situados
na regido de 6,36 e 5,24 ppm representam hidrogénios
olefinicos, que estdo presentes nos acidos oleico e
linoleico. Esses resultados (deslocamentos quimicos)
foram comparados a compostos semelhantes na literatura
e em banco de dados cientificos.
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Figura 1. Espectro de RMN-H' (400 MHz) do dleo da castanha-de-
cutia, utilizando CDCI, como solvente

O sinal em 0,9 ppm ¢ referente aos hidrogénios
da metila; os sinais entre 1,4 e 1,2 ppm sdo atribuidos aos
hidrogénios de grupos metileno das cadeias alifaticas;
entre 1,7 e 1,5 ppm, aos hidrogénios do carbono y do éster;
entre 2,1 e 1,9 ppm, aos hidrogénios ligados aos carbonos
B da dupla ligagdo entre carbonos; entre 2,3 e 2,2 ppm,
aos hidrogénios de carbonos P do éster; entre 4,3 e 4,1
ppm, aos hidrogénios ligados aos carbonos do glicerol;
entre 5,26 e 5,2, ao hidrogénio ligado ao carbono de éster;
entre 5,4 e 5,3, aos hidrogénios ligados aos carbonos que
formam duplas ligacoes; e, finalmente, entre 6,4 a 5,7,
ao sistema de dienos conjugados. No entanto, os sinais
em 2,59 e 2,43 podem ser atribuidos aos hidrogénios de
hidroperoxidos, compostos de degradacdo deste dleo.
Esses picos podem ser visualizados na Tabela 3, com os
deslocamentos identificados com base no trabalho de
Guillén e Ruiz*.

Apds andlise do espectro de H', foi possivel
correlacionar a baixa estabilidade oxidativa do 6leo de
castanha-de-cutia com a presenga de hidroperoxidos e
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Tabela 3. Atribuigdo dos picos do espectro de H' segundo Guillén e
Ruiz*

Deslocamento  quimico Atribui¢io

(ppm)

0,90-0,80 -CH, grupos acil

1,40-1,15 -(CH,), - grupos acil
1,70-1,50 -OCO-CH,-CH,- grupos acil
2,10-1,90 -CH,-CH=CH- grupos acil
2,35-2,20 -OCO-CH,- grupos acil
2,59-2,43 > CH-OOH- (hidroperéxidos)
2,80-2,70 =HC-CH,-CH=

4,32-4,10 -CH,0COR- glicerol
5,26-5,20 > CHOCOR

5,40-5,26 -CH=CH- grupos acil

-CH=CH-CH=CH- (sistema de dienos

5,705 6,005 6,13; 6,36 .
conjugados)

acidos graxos conjugados. Esta identificacdo de dcidos
graxos conjugados vai de encontro aos resultados obtidos
por Spitzer et al., que evidenciaram presenga dos dcidos
graxos conjugados a-eleostedrico (C18:3) e a-licanico
(18:3).

Tocoferdis

A Tabela 4 apresenta as médias para os isdbmeros
a-, B-, Y-, 8-tocoferdis e tocoferois totais (mg kg') e a
atividade de vitamina E (equivalente de a-tocoferol)
do odleo de castanha-de-cutia. Enquanto a-tocoferol
apresenta a maior atividade biolégica como vitamina E, y-
e §-tocoferol possuem maior atividade antioxidante®. O
a-tocoferol foi o isomero encontrado em maior quantidade
neste Oleo, seguido pelo y-tocoferol, representando
56,6% e 40,7% do total de tocoferdis, respectivamente. O
valor médio do teor de tocoferodis totais para o 6leo de
castanha-de-cutia foi 484,50 mg kg, o que significa, em
comparagdo com outros 6leos vegetais, que o 6leo dessa
castanha constitui boa fonte de tocoferdis.

Tabela 4. Médias do teor de tocoferdis do 6leo da castanha-de-cutia

Tocoferdis Valor médio (mg.kg")*
a-Tocoferol 274,27 £ 2,02
B-Tocoferol 2,47 + 0,29

y-Tocoferol 197,10 + 1,93
d-Tocoferol 10,67 £ 0,11

Tocoferol total 484,50 + 0,93

Vitamina E** 249,31 + 1,84

*Valores médios * erro padrio da média de determinagdes em
triplicata. **Atividade de vitamina E expressa como a-tocoferol.

Alasalvar e Shahidi®* analisaram a composi¢ido
de tocoferdis em O6leos extraidos de diversas castanhas
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e nozes. Foram encontrados teores de 259,0 mgkg’
de a-tocoferol para o dleo extraido das améndoas e
226,0 mg.kg' de y-tocoferol para o éleo de pistache.
Quanto a composi¢do de tocoferdis em oleos vegetais
comuns, o 6leo de algoddo apresenta os isdbmeros a- e
y-tocoferdis como majoritarios, com valores oscilando
entre 136-674 e 138-746 mg.kg', respectivamente. O
6leo de colza também apresenta essa caracteristica, com
teores oscilando entre 100-386 e 189-753 mg.kg' de a- e
y-tocoferdis, respectivamente’®.

Quanto a atividade de vitamina E, o teor
encontrado foi 249,31 equivalentes de a-tocoferol.
Kornsteiner, Wagner e Elmadfa”, estudando odleos
extraidos de castanhas e nozes, encontraram teor de
33,1 equivalentes de a-tocoferol para oleo de avela.
Segundo os autores, baixos niveis de vitamina E na
alimentacdo podem ser associados a maiores riscos
de desenvolvimento de doengas degenerativas, como
a aterosclerose. A ingestao adequada desta vitamina
exerce efeito cardioprotetor, por inibir a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o que é chave no
processo aterogénico.

Compostos fendlicos totais

A concentragdo de compostos fenoélicos totais
encontrada foi 2,02 mg de equivalentes de acido galico
por grama (mg EAG.g"') de dleo de castanha-de-cutia
extraido a frio. Em 6leos de soja, girassol, milho, canola
e arroz, extraidos a frio, a quantidade de fenolicos totais
variou de 1,26 a 1,48 mg.100 g"' em equivalentes de acido
cafeico”, e em o6leos de oliva, de 135 a 440 mg.kg' em
equivalentes de dcido cafeico®. Em oleos extraidos de
castanhas-do-brasil, castanha de caju e macadimia, a
concentra¢ao de compostos fendlicos totais foi 3,10, 2,74
e 1,56 mg de EAG.g", respectivamente®.

CONCLUSAO

As propriedades fisico-quimicas do 6leo extraido
da castanha-de-cutia foram comparaveis as de odleos
convencionais de boa qualidade, com consideravel
quantidade de compostos fendlicos totais. O 6leo da
castanha-de-cutia apresentou elevada porcentagem de
acidos graxos insaturados, destacando-se o acido oleico.
Este elevado grau de insaturagdo favorece seu uso para
fins comestiveis, desde que comprovada a auséncia de
substincias toxicas ou alergénicas, ou como matéria-
prima para as industrias farmacéutica e oleoquimica.

Além disso, detectaram-se presenca de acidos linolénicos
conjugados neste 6leo e importantes teores de tocoferdis,
em especial os isdbmeros a- e y-tocoferdis.
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RESUMO

As aminas biogénicas (cadaverina, espermidina, histamina, putrescina e tiramina) foram determinadas e
quantificadas em quatro diferentes tipos de queijos utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para realizar o estudo, foram adquiridas 10 amostras de cada tipo de queijo — gouda,
minas frescal, mozarela e prato — no mercado varejista do Rio de Janeiro. As 40 amostras passaram pelas
etapas de extra¢do e derivatizagdo das aminas biogénicas, as quais foram detectadas e quantificadas por
CLAE-UV. Para avaliar as diferencas entre os queijos, foram aplicados a andlise de varidncia Anova e o
teste de Tukey. Dentre os queijos estudados, o minas frescal apresentou os mais baixos teores de aminas
biogénicas (24,26 mg.kg'), e os teores mais elevados (489,15 mg.kg") foram detectados no gouda. Das
aminas biogénicas analisadas, a tiramina foi a que demonstrou concentra¢des mais elevadas (623,60
mg.kg'), e a espermidina, as menores concentragdes (0,80 mg.kg'). Considerando-se os quatro tipos de
queijos estudados, o gouda parece ser o que requer maiores cuidados com rela¢do ao monitoramento da
presenca de aminas biogénicas. A metodologia mostrou-se eficaz para efetuar a detecgdo e a quantificagdo
das aminas biogénicas nos queijos estudados.

Palavras-chave. queijos, aminas biogénicas, CLAE.

ABSTRACT

This study aimed at detecting and quantifying biogenic amines (cadaverine, spermidine, histamine,
putrescine and tyramine) in four different types of cheese using high-performance liquid chromatography
(HPLC). For this study, ten samples of gouda, minas, mozzarella and prato, four types of cheese,
were purchased in retail markets of Rio de Janeiro. Biogenic amines were previously extracted and
derivatizated; then, these amines were detected and quantified by HPLC-UV. For assessing differences
among the analyzed cheeses, data were submitted to Anova and Tukey’s test. Minas cheese showed the
lowest amount of amine (24.26 mg.kg"), and the highest contents (489.15 mg.kg") were found in gouda.
As for the investigated biogenic amines, tyramine showed the highest concentrations (623.60 mg.kg"),
and spermidine was found at the lowest concentration (0.80 mg.kg") in all four types of cheese. This study
indicates that gouda seems to demand a much more careful monitoring of biogenic amines in the analyzed
cheese samples. Also, the methodology was effective for detecting and quantifying biogenic amines in all
studied cheese samples.

Keywords. cheese, biogenic amines, HPLC.
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INTRODUCAO

Aminas biogénicas sdo bases organicas de
baixo peso molecular, de importancia biologica em
vegetais, animais e células microbianas, formadas
principalmente por descarboxilagdio microbiana de
aminodcidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas'. A
presenca de aminas biogénicas ¢ uma condigdo inerente
ao processamento tecnoldgico de varios alimentos
que contenham proteinas ou aminodcidos livres e que
estejam sujeitos a condigdes que permitam a atividade
microbiana e/ou bioquimica®.

As aminas podem ser classificadas de acordo
com o numero de grupos aminicos em: monoaminas,
diaminas e poliaminas. Quanto a estrutura quimica,
sdo classificadas em aromaticas (histamina, tiramina,
feniletilamina, triptamina, serotonina, dopamina
e octopamina), diaminas alifiticas (putrescina e
cadaverina), poliaminas alifaticas (agmatina, espermina
e espermidina) e heterociclicas (histamina, triptamina,
serotonina)’.

O estudo de aminas biogénicas em alimentos
apresenta correlacdo direta com a qualidade da matriz
alimentar ea saide do consumidor. Questdes relacionadas
a saide envolvem, em particular, a intoxicagdo
histaminica, com sintomatologia variada de acordo com
a quantidade ingerida e a sensibilidade do individuo.
Os principais sintomas sdo nduseas, vomitos, diarreia,
dor abdominal, edema cutineo, urticaria, hipotensio,
cefaleia, vertigens, rubor e ardéncia na boca’. Em casos
graves, em curto espago de tempo, podem ocorrer dores
toracicas e distdrbios respiratorios®. Na presenca de
nitritos, as aminas podem formar N-nitrosaminas, as
quais tém agdo carcinogénica, mutagénica e teratogénica®.

Entre as aminas biogénicas, a acao da tiramina é
particularmente importante, uma vez que a intoxicagdo
por ela desencadeia crises hipertensivas e enxaquecoides,
nauseas, vomito, angustia respiratoria e palpitagdo’. Os
riscos da ingestdo de alimentos com aminas biogénicas
podem ser maiores se os sistemas enzimaticos estiverem
bloqueados por inibidores da mono ou diamino
oxidase, ou se o individuo for portador de doengas
gastrointestinais, deficiéncias genéticas, ou houver
fatores de potencializagdo, como o consumo de alcool®.

No Brasil, o setor de laticinios tem grande
importancia socioecondmica, em especial na fabricagdo
de queijos. Este mercado ocupa atualmente o sexto lugar
na produ¢ao mundial’, oferecendo ainda uma infinidade
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de produtos lacteos atendendo aos interesses especificos
de certos grupos de consumidores que buscam produtos
saudaveis e que ndo causem risco a saude dos mesmos'’.

O processo de maturagio decorrente do
processamento tecnologico produz alteragdes de textura
e sabor, associadas principalmente a protedlise da
caseina, resultando em aumento no teor de aminodcidos
livres", que, por agdo de descarboxilases bacterianas,
produzem aminas biogénicas'>". Micro-organismos
com atividade descarboxilase podem estar relacionados
a utilizagdo de culturas “starter”"*, ou micro-organismos
contaminantes provenientes do leite ou do processo de
obtengdo tecnoldgica do queijo'®. E possivel também
utilizar a determinagdo de aminas biogénicas como
parametro de qualidade no processo de fabrica¢ao's, ou
como indicador do grau de proteolise, caracteristico de
alguns tipos de queijos especiais'’.

Vérias técnicas analiticas, como eletroforese
capilar (EC), cromatografia em camada delgada (CCD)'%,
cromatografia gasosa (CG)', cromatografia de troca
ionica® e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)', tém sido propostas para a determinagdo de
aminas biogénicas em matrizes alimentares. Dentre as
técnicas citadas, a CLAE em fase reversa é considerada a
mais adequada?.

Este trabalho justifica-se devido a importancia da
determinagdo e da quantificagao das aminas biogénicas
em queijos para a saude publica e pela caréncia de
literatura abordando esse tema no Brasil. Com isso,
os resultados obtidos neste estudo irdo fornecer a
comunidade técnico-cientifica informagoes sobre qual
dos queijos estudados possui maior risco ao consumidor,
assim como qual das aminas biogénicas esta presente em
maior quantidade em cada tipo de queijo estudado.

O presente estudo teve como objetivo detectar
e quantificar as aminas biogénicas (cadaverina,
espermidina, histamina, putrescina e tiramina) em
quatro diferentes tipos de queijos, utilizando a técnica de
CLAE, além de verificar se o método utilizado é eficaz
para a detecgao e a quantificagido das aminas biogénicas
nos queijos analisados.

MATERIAL E METODOS

Padrdes e Reagentes

Os padroes utilizados de cadaverina, putrescina,
tiramina, espermidina e histamina foram obtidos do
Sigma Aldrich; acetonitrila, acido percldrico, hidroxido
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de sddio, éter dietilico da Tedia e dgua ultrapura, pelo
Sistema Simplicity UV Milli-Q (Millipore).

Equipamentos

Utilizou-se um cromatégrafo liquido Shimadzu’
modelo LC/10 AS acoplado ao detector UV SPD/10 AV,
com integrador C-R6A Chromatopack. Empregou-se
uma coluna Teknokroma, TR-016057 N26243 Tracer
Extrasil ODS2 (15 x 0,46 cm, id. 5 pum) e pré-coluna
Supelco, Ascentis C18 (2 x 0,40 cm, id. 5 um). Foram
usados ainda homogenizador Certomat® MV, B. Braun
Biotech International, centrifuga Hermle Z 360 K, banho
ultrassonico Cleaner USC 2800 A, filtro Whatman n°
1 de 150 mm, potencidmetro digital de bancada marca
Digimed modelo DM 22 e seringa Hamilton microliter
modelo TM 705 de 50 pL.

Condigoes cromatograficas

Foi utilizado um fluxo de 1 mL.min"!, com
fase movel isocratica de acetonitrila:agua 42:58 (v:v).
O volume de injegdo foi de 20 pL. O detector UV foi
programado a 198 nm. O tempo de corrida para cada
amostra foi de 15 minutos.

Valida¢ao do método

O limite de deteccdo (LOD), o limite de
quantificagdo (LOQ) e a recuperagdo foram realizados
de acordo com as Orientagdes sobre Validacdo de
Métodos Analiticos, do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia®.

Obteng¢do das amostras

Foram analisadas dez amostras de quatro
diferentes tipos de queijo — gouda, minas frescal, mozarela
e prato -, totalizando 40 amostras, no periodo de janeiro
a marco de 2011, as quais foram adquiridas no comércio
varejista do municipio do Rio de Janeiro e transportadas
em caixa isotérmica com gelo até o laboratdrio, onde
permaneceram sob refrigeragdo até o inicio das analises.

Extragao e derivatizacao das aminas biogénicas

Para o processo de extragao das aminas, foram
pesados 5 gramas da amostra, adicionados de solugéo a
5% de HCIO » 1:1(v:p), e vigorosamente homogeneizados
por 2 minutos. A mistura foi mantida por 1 hora sob
refrigeracdo (4 + 2 °C), com agitagdo periddica e, em
seguida, centrifugada por 503 g por dez minutos a 4
+ 1 °C. O sobrenadante foi submetido a uma primeira

filtragao (Whatman n° 1), seguida da adigao de hidréxido
de sédio 2 N até atingir pH > 6. Logo apds, a mistura
permaneceu em banho de gelo por 20 minutos e realizou-
se uma segunda filtragem em condigoes similares. As
amostras foram adicionadas de hidréxido de sédio 2 N
até pH > 12, e, em seguida, realizou-se a derivatizagao
com adi¢ao de 40 pL de cloreto de benzoila. A mistura foi
homogeneizada por 15 segundos e mantida em repouso
por 20 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-
se 1 mL de éter dietilico, por duas vezes consecutivas,
aproveitando-se a fase etérea (sobrenadante). Evaporou-
se 0 éter em corrente de nitrogénio e ressuspendeu-se em
500 uL da fase movel.

Quantificagao das aminas biogénicas

Foi realizado o método de padrio externo,
para o qual as solucdes-estoque dos padroes de cada
amina biogénica (cadaverina, espermidina, histamina,
putrescina e tiramina) foram preparadas em HCI 0,1 N, e
em seguida realizaram-se a derivatiza¢ao e a analise dos
padroes conforme se fez com as amostras.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados por analise
de varidncia (Anova) e posterior diferenca de média pelo
teste de Tukey utilizando o programa GraphPad Prism 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No método utilizado, foram obtidos os seguintes
tempos de retengdo em minutos para cada amina:
tiramina (3,3), putrescina (4,3), cadaverina (5,3),
espermidina (6,5) e histamina (11,4). O LOD e o LOQ
para as aminas estudadas variaram de 0,03 a 1,30 mg.L"
e de 0,20 a 5,00 mg.L’l, respectivamente. A recuperagao
para estas aminas variou de 91% a 107%.

A Figura 1 apresenta teor médio de aminas
biogénicas (putrescina, cadaverina, tiramina, histamina
e espermidina em mg.kg-') em queijos gouda, mozarela,
prato e minas. O queijo minas frescal apresentou baixos
teores de aminas. Esta ocorréncia parece estar relacionada
principalmente com o fato de ndo ser um produto maturado,
fator que nao favorece a formagdo de aminas, sendo a
produgdo limitada as etapas de transporte e estocagem™.

Comparando-se a concentragdo das aminas
em cada tipo de queijo analisado, observou-se que a
concentragdo de putrescina no gouda foi estatisticamente
(p < 0,01) superior a dos queijos minas, mozarela e
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prato. Outro resultado expressivo foi observado na
concentragdo de tiramina (361,99 mg.kg") e histamina
(79,13 mgkg') no gouda. A tiramina presente neste
queijo foi estatisticamente (p < 0,01) superior, com
relagao tanto a concentra¢ao das demais aminas presentes
(73,84%) como a concentragdo de tiramina dos queijos
minas frescal e mozarela. E importante salientar que
concentragdes de aminas biogénicas de 100-1.000 mg.kg™
ou superiores podem ter consequéncias para a satde dos
consumidores, principalmente em pacientes submetidos
a tratamento com medicamentos inibidores da mono
ou diamino oxidase”. Outros autores encontraram
resultados semelhantes de histamina analisando
queijo gouda (76,5 mg.kg'), no entanto, encontraram
resultados inferiores de tiramina (95,5 mgkg")
analisando o mesmo tipo de queijo*. Essa diferenca pode
ser explicada primeiramente pelas condigdes higiénicas
do leite, uma vez que estes micro-organismos, com
atividade descarboxilase, podem contaminar o leite em
sua obten¢ao assim como no processamento tecnologico
do queijo’. Outra possivel causa seria a utilizagdo de
culturas “starter” diferentes'. Outra justificativa para
os diferentes resultados seria a variagdo da composi¢do
proteica do leite, que pode ocorrer devido a estagao do
ano, nutri¢ao, sanidade animal e estagio de lactagao®*.

Assim como outros queijos maturados, o gouda
contém altos niveis de aminas biogénicas e esta entre os
queijos mais frequentemente envolvidos em episodios
de intoxicagdo histaminica. Queijos contendo 10 mg
de histamina em 100 g de amostra podem causar
intoxicagdo por histamina; 10-80 mg de tiramina podem
causar “a reagao do queijo” (6 mg, se o paciente estiver
sendo tratado com inibidores da MAO)'>?, que pode
ser definida como uma crise hipertensiva, acompanhada
de severa dor de cabega, observada apds a ingestio de
alimentos ricos em tiramina®.

A Figura 2 apresenta a porcentagem de
aminas biogénicas (tiramina, putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina e histamina) por queijo
estudado. No mozarela, entre as aminas determinadas,
56,70% foi tiramina (96,28 mgkg') e 42,23% foi
histamina (71,70 mg.kg'). No queijo prato, foi observado
81,62% de tiramina (152,91 mgkg'). Esses resultados
permitem estabelecer uma correlagio com dados da
literatura referentes a surtos de intoxica¢ao por histamina
relatados apds o consumo de queijo e peixe”. A histamina
¢ considerada a amina mais tdxica detectada nos
alimentos®, exercendo esse efeito ao interagir com dois
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Figura 1. Representacdo grafica do teor médio de aminas biogénicas
(putrescina, cadaverina, tiramina, histamina e espermidina em
mg.kg') em queijos gouda, mozarela, prato e minas
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Figura 2. Representagdo grafica (%) de aminas biogénicas (tiramina,
putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e histamina) por
queijo estudado

tipos de receptores (H e Hz) nas membranas celulares
dos seres humanos e outras espécies. A histamina causa
dilatagdo dos vasos sanguineos periféricos, vasos capilares
e artérias, resultando em hipotensao, rubor e cefaleia®, e
induz a contracio da musculatura lisa intestinal mediada
por receptores H, responsaveis por célicas abdominais,
diarreia e vomito®. Os efeitos toxicolégicos dependem
da concentragao de histamina ingerida, da presenca de
outras aminas, da atividade amino-oxidase e da fisiologia
intestinal do individuo®~.

Outro achado importante foi a alta concentragao
de tiramina encontrada nos queijos de maior maturagao,
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Tabela 1. Teor médio e porcentagem aproximada de aminas biogénicas (putrescina, cadaverina, tiramina, histamina e espermidina) em amostras

de queijos Gouda, Mussarela, Prato e Minas

Gouda Mussarela

Prato Minas

. ... Total (mg.kg™)
Aminas biogénicas Média Média % Média Média % ad
0 0
(mg. kg!) (mg. kg!) (mg. kg?) (mg. kg!)
Putrescina 44,10* 9,02 1,34° 0,79 3,29° 1,76 2,60° 10,74 51,34
Cadaverina 4,48° 0,92 0,30° 0,18 16,18 8,64 1,30? 5,35 22,26
Tiramina 361,19* 73,84 96,28 56,70 152,91° 81,62 13,21¢ 54,44 623,60
Histamina 79,13* 16,18 71,70* 42,23 14,82° 7,91 6,90° 28,42 172,55
Espermidina 0,242 0,05 0,18 0,11 0,132 0,07 0,25* 1,05 0,80
Total 489,15* 100 169,80 100 187,35 100 24,26¢ 100

Valores médios de dez determinagdes amostrais de cada tipo de queijo estudado. Valores na mesma linha com diferentes letras minusculas sao

significativamente diferentes (p < 0,05)

como gouda, prato e mozarela (361,19 mgkg™”, 152,91
mg.kg! e 96,28 mg.kg', respectivamente). A tiramina,
do ponto de vista toxicologico, é uma importante amina
biogénica, formada pela a¢do da tirosina descarboxilase,
produzida por bactérias presentes em alimentos.
Contudo, os mecanismos de desintoxica¢do no homem
podem ser insuficientes nos casos de alta ingestao, por
pessoas alérgicas e por pacientes que fazem uso de
drogas como os medicamentos anti-parkinsonianos e
antidepressivos®.

Quando estudados os totais de aminas biogénicas
presentes nos queijos analisados, observou-se diferenca
estatistica (p < 0,05). O gouda apresenta maiores
quantidades de aminas (p < 0,05) do que os outros
queijos estudados. Essa diferenga pode ser explicada
porque é o queijo que possui maior tempo de maturagio
entre os analisados (minimo de 60 dias de maturagdo)™®.
Nao se verificou diferenca significativa entre os queijos
minas e mozarela, assim como entre mozarela e prato.
Contudo, quando comparados os queijos minas e prato,
encontraram-se quantidades totais de aminas diferentes
(p < 0,05). Este fato pode também ser explicado devido
a diferenga do processamento tecnoldgico dos queijos. O
queijo minas é um produto frescal e ndo sofre maturagao®,
ja o mozarela tem periodo de maturagdo minimo de 24
horas*. Por outro lado, o queijo prato apresenta tempo
de maturacdo minimo de 25 dias®.

A tiramina esta incluida no grupo das aminas
vasoativas, atuando indiretamente na liberacio de
noradrenalina do sistema nervoso simpatico, provocando
aumento da pressdo arterial periférica, vasoconstri¢do
e aumento do débito cardiaco'. Esta amina também

provoca dilatagdo das pupilas, do tecido palpebral,
lacrimejamento, salivagdo, aumento da respira¢ao e
dos niveis de glicose sanguinea. A enzima monoamino
oxidase desempenha papel importante na degradagdo das
aminas biogénicas®. No homem, o uso de medicamentos
para o tratamento de transtornos mentais e depressdo
elimina esse processo de desintoxicagdo. Assim, altas
concentra¢des de aminas, como a tiramina proveniente
de alimentos, acumuladas no sangue podem levar a uma
crise hipertensiva desses pacientes®.

A espermidina foi encontrada em baixas
concentra¢des em todos os queijos, e nao houve diferenca
estatistica entre os mesmos. As poliaminas, como
putrescina, espermidina, espermina e cadaverina, siao
componentes indispensaveis as células vivas, importantes
na regulacio da fun¢do dos dacidos nucleicos, na
sintese de proteinas e na estabilizacdo de membranas'.
Poliaminas, como a putrescina, a espermidina e a
cadaverina, ndo sio comumente relacionadas com efeitos
adversos sobre a saude. No entanto, podem reagir com
nitrito, dando origem a nitrosaminas (substancias com
atividade carcinogénica), e estao relacionadas com a
perda de qualidade, pela degrada¢ao dos aminoacidos
precursores, sendo indicadores de deterioragdo ou
matura¢do®®. Também favorecem a absor¢io intestinal e
diminuem o catabolismo da histamina, potencializando
sua toxicidade®.

CONCLUSAO

O método utilizado mostrou-se eficaz para a
deteccdo e a quantificacdo das aminas biogénicas nos
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queijos analisados, podendo ser usado no controle de
qualidade e/ou fiscalizagdo, para que sejam produzidos
e comercializados alimentos dentro dos limites seguros.

Dentre os queijos estudados, o gouda parece
ser o que requer maiores cuidados com relagio a
monitorizagao da presenga de aminas biogénicas, sendo a
tiramina a amina que apresentou os maiores teores neste
tipo de queijo. Além disso, este estudo demonstrou que
a tiramina também apresentou elevadas concentragdes
quando comparadas as outras aminas biogénicas nos
outros queijos analisados.

A identificagdo e a quantificagdo de aminas
biogénicas em queijos sdao de fundamental importancia,
para se evitarem possiveis casos de intoxicagdo de
individuos que venham a consumir estes produtos.
Aliado aisso, é necessario a divulgacao das consequéncias
da ingestdo de queijos contendo aminas biogénicas
para prevenir doengas cronicas, como o céncer, ou
agudas, como crises enxaquecoides, principalmente
em individuos mais sensiveis, alérgicos ou que estejam
fazendo uso de medicamentos inibidores da MAO.
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RESUMO

Apds o processamento industrial da manga, o carogo e a casca sio normalmente descartados sem que
haja um devido aproveitamento. Neste trabalho, foram investigadas as caracteristicas morfologicas e
funcionais e as propriedades da pasta dos amidos nativo e oxidado do carogo (améndoa) de manga, da
variedade Tommy Atkins, para pesquisar uma nova fonte de amido, as formas de melhoria e contribuir na
utilizagdo de residuos da industria alimenticia. Na composi¢ao centesimal, o extrato amilaceo apresentou
71,56% de amido, 7,30% de lipideos, 5,6% de proteinas e umidade de 10,3%. Os percentuais de carbonila
e carboxilas foram, respectivamente, 0,05% e 0,09%. A oxida¢do ndo alterou visivelmente os granulos de
amido. O poder de intumescimento e a solubilidade mostraram-se dependentes da temperatura e do pH,
e o maior valor foi verificado no amido oxidado a 95 °C (13,112 g/g). O amido oxidado apresentou maior
capacidade de absor¢do de dgua (105,97%), e a maior capacidade de absor¢do de oleo foi encontrada
no amido nativo (59,78%). Quanto as propriedades de pasta, verificou-se o aumento da temperatura de
pasta, do pico de viscosidade, da viscosidade minima, da quebra de viscosidade, da viscosidade final e
da tendéncia para retrograda¢do do amido oxidado em relagdo ao nativo. Pelas propriedades avaliadas,
ambos os amidos podem ter aplica¢do na industria alimenticia.

Palavras-chaves. manga, caro¢o, amido, oxidacao.

ABSTRACT

After mango industrial processing, the kernel and the peel are usually discarded without being suitably
used. This study investigates the morphological and functional characteristics, and other properties of
native and oxidized starch paste prepared from the seed (kernel) of Tommy Atkins variety mango, aiming
at finding a potential source of starch, at ways to improving it and to supporting the use of residues from the
food industry. The starchy extract showed 71.56% of starch, 7.30% of lipids, 5.6% of proteins and 10.30% of
moisture. The percentage of carbonyl and carboxyl groups was of 0.05% and 0.09%, respectively. Oxidation
did not notably change the granules of native and modified starch. Swelling capacity and solubility were
shown to be dependent on temperature and pH for both starches, and the highest value was observed
in oxidized starch at 95 °C (13.112 g/g). Oxidized starch showed the highest water absorption capacity
(105.97%), and the highest oil absorption capacity (59.78%) was found in native starch. The following
paste properties were observed: an increase in paste temperature, peak viscosity, hold, breakdown, final
viscosity and setback of the oxidized starch when compared to native one. According to the properties
evaluated, both starches might be applicable in food industry.

Keywords. mango, kernel, starch, oxidation.
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INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) ¢ um dos frutos
mais favorecidos, com valor comercial cada vez mais
crescente nos tropicos, sendo usado em uma grande
variedade de alimentos e produtos’. No entanto,
aproximadamente 40% a 60% desse fruto sio perdidos
durante seu processamento industrial, sendo que 12% a
15% constituem-se de pele (casca) e 15% a 20% de carogo®.

Dependendo da variedade, as améndoas dos
caro¢os de manga contém cerca de 6,0% de proteinas, 11%
de lipideos, 77% de carboidratos, 2% de fibras e 2% de
cinzas, baseados em seu peso seco’. Atualmente, a manga
variedade Tommy Atkins ¢ a mais produzida e a que possui
amaior participagao no volume comercializado no mundo,
devido principalmente a sua colora¢io intensa, produ¢oes
elevadas e resisténcia ao transporte a longas distancias*.

O amido ¢ uma fonte energética de grande
destaque na alimentagdo humana. Tal composto é o
principal carboidrato de reserva produzido pelas plantas
e consumido pelo homem. O fato de ser armazenado
em granulos insoluveis em dgua e de ser facilmente
extraivel torna-o uUnico na natureza, com ampla
possibilidade de utilizagdo diretamente na dieta humana
ou na industria alimenticia®. Este constituinte contribui
consideravelmente para as propriedades de textura de
muitos alimentos e tem varias aplicagdes industriais, como
espessante, estabilizante coloidal, geleificante, agente de
volume, retentor de agua e agente de viscosidade.

Entretanto, muitos amidos em sua forma nativa
apresentam limitagdes que os tornam menos adequados
para a diversidade de aplicagdes requeridas. Por essa razdo,
algumas vezes, o amido utilizado como alimento ou para
outros fins industriais tem de ser modificado (quimica,
fisica, enzimaticamente) antes de sua utilizagdo, com o
objetivo de melhorar e aperfeicoar as propriedades fisicas
do polimero em consonéncia com sua aplicagao especifica®.

Os amidos oxidados sdo obtidos por tratamento
de suspensoes de granulos de amido com um agente
oxidante, como hipoclorito de s6dio ou célcio, perdxido
de hidrogénio, persulfato de amoénio, permanganato
de potassio, cloridrato de sddio, perboratos e acido
hipocloroso’. Para que essa modificacio ocorra, ha
necessidade de trés elementos bdsicos: um reagente
oxidante, controle de temperatura e controle de pH.
Com essa alteracdo, ocorrem modificagdes estruturais,
principalmente a formagdo de grupos carbonila e/ou
carboxila.

Esses amidos despertam bastante interesse pela
sua ampla aplicagdo nas industrias alimenticia, téxtil e
papeleira, pois apresentam propriedades de superficie
interessantes. Para produtos alimenticios, podem
ser utilizados por apresentarem sabor neutro e baixa
viscosidade em alimentos acidos, como molhos para
saladas e maioneses. Também atuam como agentes de
cobertura e impermeabilizantes, como emulsificantes,
podendo servir como substitutos de goma arabica e como
agentes ligantes em sistemas liquidos que se aplicam na
superficie de alimentos®.

Ha na literatura diversos trabalhos sobre amidos
oxidados provenientes de fontes de amido convencionais.
Contudo, quando se trata do amido extraido de carogos
(sementes) de manga, que é uma fonte ndo convencional
em potencial, verifica-se inexisténcia de pesquisas sobre o
tema. A descoberta de formas paraaproveitar osresiduos da
industrializacdo deste fruto e a viabilizacdo de novas fontes
de amido podem constituir uma relevante contribui¢do
para a industria alimenticia. Diante do exposto, realizou-
se na presente pesquisa a investigacdo das caracteristicas
morfologicas e funcionais e das propriedades de pasta dos
amidos nativo e oxidado extraido do caroco (semente) de
manga, variedade Tommy Atkins, com o intuito de estudar
uma nova fonte de amido, maneiras de otimizd-la, bem
como contribuir ecologicamente para o aproveitamento
de residuos da industria alimenticia.

MATERIAL E METODOS

Material

A matéria-prima alvo desta pesquisa foi o amido
extraido de améndoas retiradas dos carogos de manga
(Mangifera indicans L.), variedade Tommy Atkins.
As mangas foram adquiridas na Empresa Paraibana
de Abastecimento e Servi¢os Agricolas (Empasa),
na cidade de Joao Pessoa-PB. No entanto, conforme
relato dos fornecedores, eram provenientes do Polo
Irrigado Petrolina-PE/Juazeiro-BA (regido do Submédio
Sao Francisco). As anadlises, excetuando-se as de
propriedades de pasta, foram realizadas nos Laboratorios
do Departamento de Tecnologia Quimica e de Alimentos
do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

Extracao do amido

As améndoas dos carogos de manga foram
retiradas manualmente e, a seguir, prosseguiu-se a
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extragdo do amido, conforme a metodologia de Loos,
Hood e Graham’. O material cortado em pequenos
pedagos foi imerso durante 48 horas em solugdo de
metabissulfito de sdédio (0,2%). Seguidamente, as
améndoas foram trituradas em liquidificador doméstico
e peneiradas em malha de 200 mesh, sendo submetidas
a duas decantagdes e uma centrifugacao, com descarte
dos sobrenadantes e recupera¢ao do amido. O extrato
amilaceo foi seco em estufa com circula¢do de ar a 40
°C por 48 horas, peneirado em peneira de 200 mesh e
acondicionado em recipientes hermeticamente fechados
e sob refrigeracao.

Composigao centesimal

O amido nativo (bruto) foi avaliado quanto a
umidade, cinzas, lipidios, proteinas e teor de amido de
acordo com os métodos do Instituto Adolfo Lutz'®.

Tratamento oxidativo

O amido foi modificado por tratamento oxidativo
com hipoclorito de sédio, conforme metodologia de
Forssel et al.". Inicialmente, uma solu¢do de amido a 50%
foi preparada, ajustando-se o pH para 9,5 com hidréxido
de sodio a 2 M. A seguir, 10 g de hipoclorito de sédio
foram adicionados lentamente a solu¢io durante um
periodo de 30 minutos. Manteve-se o pH entre 9,0 e 9,5,
a temperatura de 30+2 °C e sob agitagdo constante por
10 minutos. Apds a reagio, ajustou-se o pH para 7,0 com
acido sulfurico a 1 M. Recuperou-se o amido por filtragdo
(lavado quatro vezes com agua destilada) e secou-se em
estufa de circulagdo de ar a 45 °C por 24 horas. O amido
modificado foi peneirado (200 mesh) e armazenado em
recipiente fechado sob refrigeracao.

Conteudo de carboxilas

Para a determinacdo do contetido de carboxilas
do amido oxidado, foi usado o método de Parovuori et
al."2. 5 gramas do amido oxidado foram suspensos em
25 mL de é4cido cloridrico 0,1 M por 40 minutos em
temperatura ambiente e mantidos sob agitacdo mecénica.
Apés a acidifica¢do, a amostra foi recuperada e lavada
exaustivamente com agua destilada por meio de filtragao,
até que o pH da agua de lavagem estivesse neutro. A
amostra foi transferida para um balao de Erlenmeyer e
foram adicionados 300 mL de dgua destilada. A seguir,
a suspensdo foi aquecida até ebulicdo, com agita¢ao
continua, para promover a geleificagdo do amido. Apds
esse periodo, a pasta ainda quente foi titulada com
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solu¢do padrio de hidroxido de sédio 0,1 M utilizando-
se fenolftaleina como indicador. Para quantificar
principalmente os dcidos graxos complexados com a
amilose, uma titulacio em branco foi determinada.
Utilizaram-se 5 gramas do amido nativo para fornecer
um valor em branco.

%COOH = (TO - TB) x mb x 0,045 x 100 / PA

Onde:

%COOH = percentual de carboxila;

TO = volume gasto na titulagdo do amido oxidado;
TB = volume gasto na titulagao do branco;

mb = molaridade do alcali;

PA = peso da amostra.

Conteudo de carbonilas

A determinagdo do conteudo de carbonilas nas
amostras foi realizada conforme descrito por Smith".
2 gramas do amido oxidado foram dissolvidos em 100
mL de dgua destilada. Essa suspensao foi geleificada em
banho-maria e, em seguida, resfriada a 40 °C. Ajustou-se
o pH para 3,2 com 4cido cloridrico 0,1 M e adicionaram-
se 15 mL da solu¢dao de hidroxilamina. O recipiente
contendo a amostra foi envolvido com papel-aluminio
e levado a banho-maria mantido a 40 °C durante 4
horas. Apds esse periodo, a hidroxilamina adicionada foi
determinada pela titulagdo rapida da mistura a pH 3,2
com 4cido hidrocloridrico 0,1 M.

%CO = (TB - TO) x ma x 0,028 x 100 / PA

Onde:

%CO = percentual de carbonila;

TB = volume gasto na titula¢ao do branco;

TO = volume gasto na titulagdo do amido oxidado;
ma = molaridade do acido;

PA = peso da amostra.

Morfologia do grao de amido

A avaliagdo da forma e do tamanho dos graos
de amido foi realizada por microscopia Optica em
microscépio optico Anxioscop II — Zeiss. Os pardmetros
analisados foram: didmetro menor e maior dos granulos,
expressos em micrometros. A referida analise foi feita
segundo Schoch, Maywald. Em uma ldmina, colocou-
se a dispersdo de duas gotas de suspensdo de 100 mg
de amido em 5 mL de solugdo 1:1 de glicerina/agua.
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Esta dispersao foi recoberta por uma laminula. Foram
tomadas medidas de 500 graos, sendo que a visualizagdo
ocorreu na objetiva de 40x.

Poder de intumescimento e solubilidade

Foram determinados o poder de intumescimento
e a solubilidade em fungdo da temperatura e do pH dos
amidos nativo e oxidado. Em fun¢io da temperatura, essas
variaveis foram determinadas conforme metodologia
descrita por Leach, Mccowen e Schoch®. Ja os efeitos do
pH na solubilidade e o poder de intumescimento foram
investigados usando a metodologia descrita por Lawal'.

Capacidade de absorgao de agua e 6leo

O método de Beuchat'” foi usado para determinar
a capacidade de absor¢do de agua e 6leo dos amidos.
Foram adicionados 10 mL de agua (destilada) ou do
6leo (6leo de soja Soya, Bunge, Industria Brasileira) a 1
g da amostra. A suspensdo foi homogeneizada durante
30 segundos e, em seguida, deixada em repouso por 30
minutos. Posteriormente, os tubos foram fechados e
centrifugados por 15 minutos a 3.400 rpm. As paredes
externas dos tubos foram secas, e os tubos, pesados. A
massa da agua ou do 6leo absorvidos foi expressa em
g/100 g de amido em base seca.

Caracteristicas das pastas de amido

A determinagdo das propriedades de pasta
ocorreu em equipamento RVA - Rapid Visco Analyser
(Newport Scientific) do Laboratdrio de Cereais, Raizes
e Tubérculos da Faculdade de Engenharia de Alimentos
(FEA), localizado na Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), em Campinas-SP.

As amostras, na concentracdo de 10%, foram
submetidas a temperatura de 50 °C por 1 minuto e depois
aquecidasaté95°Cemumataxade6°C/min, permanecendo
nessa temperatura por 5 minutos. Em seguida, as amostras
foram resfriadas até 50 °C a taxa de 6 °C/min. Nesta
analise, foram obtidos os valores de temperatura de pasta,
de viscosidade maxima, minima e final, de quebra de
viscosidade (diferenca entre a viscosidade maxima e a
minima) e de tendéncia a retrogradagao (diferenga entra a
viscosidade final e a minima).

Analise estatistica

Aos dados da composicdo centesimal e
propriedades funcionais foi aplicada a estatistica
descritiva, com observacdo das médias e desvio-padrio

de trés repeticdes. As propriedades funcionais aplicaram-
se a analise de variancia (Anova) e o teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia para comparac¢ao entre
as médias obtidas. As andlises foram realizadas pelo
programa estatistico SigmaStat 3.5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composigao centesimal do amido

A Tabela 1 apresenta os resultados referentes
a composicio centesimal do amido extraido do caroco
(semente) de manga, variedade Tommy Atkins.

Tabela 1. Composigdo centesimal do amido nativo extraido das
améndoas das sementes de manga

Constituintes Quantidades (g/100 g) *
Amido 71,56 £ 1,030

Umidade 10,30 £+ 0,005

Lipideos 7,30 + 0,201

Proteinas (N x 6,25) 5,60 + 0,250

Cinzas 0,40 £ 0,170

Outros componentes (por diferenca) 4,84

* Cada valor representa a média e o desvio-padrao de trés
determinacdes.

O valor encontrado de amido (71,56 g/100 g) foi
inferior ao encontrado por Rengsutthi, Charoenrein'®
(99,65 g/100 g), estudando amido de sementes de jaca.
Batista, Silva e Liberato'® encontraram valores de 86,97 e
86,62 g/100 g para carboidratos em amidos convencionais
de milho e trigo, respectivamente. Os primeiros autores
encontraram ainda, para amido da semente de jaca,
valores de proteinas (0,09 g/100 g), lipideos (0,03 g/100
g) e cinzas (0,04 g/100 g) bem inferiores aos detectados
no amido deste trabalho. No entanto, o valor de umidade
por eles encontrado (9,59 g/100 g) foi proximo ao desta
pesquisa. Ja os segundos autores encontraram para
o amido de milho valor de umidade de 11,70 g/100 g,
proteina de 0,65 g/100 g, lipideos de 1,19 g/100 g e
minerais de 0,02 g/100 g; e, para o amido de trigo, umidade
de 11,40 g/100 g, proteina de 0,58 g/100 g, lipideos de
1,20 g/100 g e minerais de 0,19 g/100 g. Observa-se que,
excetuando os valores encontrados para umidade por
estes autores, os demais constituintes analisados tiveram
valores superiores nesta pesquisa.

De acordo com Peroni®, o amido bruto é
constituido de carboidratos, bem como por substancias
como lipideos, proteinas e cinzas. A quantidade destes
constituintes dependera da espécie vegetal e da parte do
vegetal da qual o amido ¢ extraido.
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Contetdo de carbonila e carboxila

Os teores de carbonilas e carboxilas encontrados
para o amido oxidado nesta pesquisa foram 0,05% (+
0,002%) e 0,09% (+ 0,001%), respectivamente. Embora
ndo existam dados na literatura com esses teores para este
amido, encontram-se valores semelhantes (0,09%) para o
teor de carboxila em amido de milho oxidado?! e valores
acima aos encontrados neste estudo, de 0,29% a 0,34%,
para mandioquinha-salsa®. O alto teor de carboxilas para
amidos modificados pode estar relacionado diretamente
com a fragmenta¢ao molecular, devido ao tratamento
oxidativo. Sangseethong et al.”? afirmam ainda que o
tipo e a quantidade de grupos funcionais formados nas
moléculas de amido durante a oxida¢ao dependerdo do
tempo de reagdo, da temperatura e do pH empregado.

Em fungdo da porcentagem de radicais
carboxilicos formados, o amido obtido pode ser chamado
de oxidado ou branqueado. Segundo Taggart®, os
amidos branqueados contém menos de 0,1% de radicais
carboxilicos adicionados, sendo essa modificacio
considerada uma oxidac¢do leve. Os valores de radicais
carboxilicos em amidos oxidados comerciais estd na
faixa de 0,01% a 0,04,%, enquanto, para os radicais
carbonilicos, os valores encontram-se entre 0,005% e
0,01%.

Morfologia do grao de amido

A microscopia Optica do amido do carogo
(semente) de manga pode ser observada na Figura 1.
Nédo foram observadas diferencas entre os grios de
amido nativo e modificado. Constatou-se a presenga de
graos de amido de varios tamanhos e formas, de ovais a
elipticos. A amplitude de variagdo dos didmetros maiores
dos graos do amido pesquisado foi de 5,52 a 29,38 um,
com média de 16,41 um, enquanto os didmetros menores
oscilaram entre 4,17 e 22,55 um, com média de 10,92 um.

Figura 1. Microscopia dptica do amido nativo (A) e oxidado (B) da
améndoa do carogo de manga (400 X)

Kaur et al?, estudando amido do caroco de
variedades de cinco mangas indianas, encontraram
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graos com diversos tamanhos e formas ovais e elipticas,
conforme as encontradas neste estudo. Os mesmos
autores encontraram didmetro maior dos graos variando
entre 10,9 a 27,2 ym e diAmetro menor entre 6,5 a 16,3
pm, valores distintos, porém préximos aos encontrados
neste estudo. Isso pode ser justificado pelo fato de as
variedades da manga analisadas pelos referidos autores
serem diferentes da manga Tommy Atkins.

Rengsutthi e Charoenrein'®, comparando amido
do carogo de jaca, milho e batata, observaram que os
graos de amido de jaca sio semiovais ou com formato de
sino, que os de milho sdo poligonais e irregulares e que
os de batata sao grandes e ovais. Encontraram o tamanho
médio de 10 pm para o grao de amido de jaca, 13,7 pm
para o do amido de milho e 30,5 um para o de batata,
sendo que este tltimo tem forma semelhante a do amido
de manga, mas de modo geral sdo maiores. Tongdang®
afirma que o amido de manga assemelha-se aos amidos
de leguminosas.

Propriedades funcionais

O poder de intumescimento e a solubilidade sao
determinados em temperaturas elevadas, promovendo
a quebra de pontes de hidrogénio, ocorrendo o
intumescimento dos graos e o aumento da solubilidade
do amido. Ambos contribuem para importantes
caracteristicas da maioria dos produtos ricos em amido,
tais como as propriedades de pasta e o comportamento
reoldgico durante o aquecimento em excesso de agua®.
A Tabela 2 apresenta os resultados encontrados para o
poder de intumescimento, conforme a temperatura e o
pH dos amidos nativo e oxidado do carogo de manga.

O valor de intumescimento maximo obtido para
o amido nativo ocorreu a 75 °C (9,395 + 0,396 g/g), e
a partir dai observou-se declinio para os valores de PI.
Isso pode demonstrar que os grios desse amido tém
baixa resisténcia a elevacdo de temperatura, ocorrendo
provavelmente o rompimento dos grdos. Este fato
contribui para o aumento da solubilidade. A oxidagédo
aumentou o PI do amido, mantendo-o sempre crescente,
sendo que seu maior valor no amido oxidado foi de
13,112 + 0,225 g/g a 95 °C.

Verifica-se que o amido nativo apresentou
valor de PI menor do que a maioria dos amidos nativos
de outras origens relatados na literatura. Kaur et al?,
estudando amido do caro¢o de cinco variedades de
manga indianas, observaram valores de PI variando
entre 18,0 a 19,7 g/g, superiores, portanto, ao desta
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Tabela 2. Poder de intumescimento (PI) e solubilidade (S), conforme a temperatura e o pH, do amido nativo e oxidado da améndoa do carogo

de manga

T (C) PI (g/g) S(%)

Amido nativo Amido oxidado Amido nativo Amido oxidado

55 1,286 + 0,080 1,566 + 0,078% 1,43 + 0,0064* 4,20 + 0,084%
65 1,480 + 0,0344° 1,708 + 0,0614° 2,40 + 0,020° 4,40 + 0,0454
75 9,395 + 0,396%¢ 8,493 + (0,7885¢ 3,87+ 0,0124¢ 5,62 + 0,044
85 7,853 + 0,54144 11,939 + 1,036 5,47 + 0,0574¢ 6,70 * 0,0434¢
95 4,955 + 0,494 13,112 + 0,2255¢ 33,90 + 0,555%¢ 10,80 + 0,088
pH Amido nativo Amido oxidado Amido nativo Amido oxidado
4,0 7,476 + 0,6824° 11,071 + 0,3185% 0,055 + 0,005% 0,070 + 0,010%
6,0 5,267 + 0,296" 9,014 + 0,649"° 0,263 + 0,0554° 0,250 + 0,026°
8,0 5,585 + (,3234¢ 9,585 + 0,473 0,233 + 0,0554° 0,477 + 0,030%¢
10,0 5,855 + 0,184A¢ 11,751 + 0,158%¢ 0,750 + 0,010% 0,383 + 0,0355¢
12,0 10,404 + 0,766% 13,306 + 0,0908¢ 1,473 + 0,146 0,957 + 0,0328¢

* Cada valor representa a média e o desvio-padrao de trés determinagoes.
Diferenga significativa entre linhas para uma mesma propriedade — letras maitsculas diferentes.
Diferenga significativa entre colunas para uma mesma propriedade — letras mindsculas diferentes.

pesquisa. Os mesmos autores destacam ainda que baixo
PI pode ser atribuido a presenca de lipideos no amido,
que formam um complexo com a amilose. Osundahunsi
e Mueller?, pesquisando propriedades de amido de duas
variedades de mandioca, encontraram amidos nativos
com PI de 21,3 e 29,6 g/g. No entanto, Adebowale et
al.”” encontraram para o amido de fruta-pao PI de 6,40
g/g a 80 °C. O PI depende da capacidade de retengao de
agua das moléculas de amido por pontes de hidrogénio.
As pontes de hidrogénio estabilizam as duplas hélices
das estruturas cristalinas dos granulos de amido. Estas
sao quebradas durante a gelatinizagdo e passam a ter
ligagcoes de hidrogénio com a agua, sendo o PI regulado
pela cristalinidade do amido. Além disso, o grau de
ramificacao da cadeia amilacea também pode influenciar
o grau de inchamento e solubilidade deste amido?®.

O tratamento oxidativo no amido do carogo de
manga mostrou valores de PI maiores que o nativo em
todas as temperaturas, exceto 75 °C. Spier*, analisando
diversos tratamentos oxidativos em amido de milho,
observou que, com valores de carbonila (0,086) e
carboxilas (0,075), proximos ao desta pesquisa, sua
amostra mostrou PI sempre maior do que o amido nativo.
Wang e Wang® observaram que a oxidagao de amido de
milho aumentou o poder de inchamento em temperaturas
de 85 °C com relagdo ao nativo. Esses autores relatam que,
quando a amilose é preferencialmente hidrolisada, em
baixas concentragdes de hipoclorito de sédio, o aumento
do poder de inchamento nas temperaturas deve-se a
despolimeriza¢do da amilose, que auxilia no inchamento
do amido. No entanto, em maiores concentracbes de

oxidante em que a amilopectina é também hidrolisada,
o amido perde a habilidade de absorver agua, reduzindo
o poder de inchamento principalmente em temperaturas
extremas, como 95 °C.

A maior solubilidade dos amidos nativo e
oxidado foi registrada na temperatura maxima utilizada,
mostrando que, a medida que se aumentou a temperatura,
elevou-se também esta propriedade dos amidos. Kaur
et al.> encontraram valores de solubilidade variando
menores a 95 °C em amido extraido de améndoas de
manga.

Quando se realizou a varia¢ao do pH, verificou-
se que o maior valor de PI foi detectado no pH 12,0 para
ambos os amidos. Lawal'® observou no amido nativo de
“new cocoyam” comportamento sempre ascendente de
PI, a medida que ha aumento de pH, diferente, portanto,
do que foi encontrado neste trabalho. A diferenga pode
ser decorrente de caracteristicas inerentes ao amido
do carogo de manga, visto que o mesmo apresenta um
teor mais elevado de lipideos e proteinas do que as
tradicionais fontes amildceas. J4 a solubilidade do amido
nativo aumentou com o incremento do pH, resultado
que corrobora Olayinka, Adebowale e Olu-Owolab®,
que observaram que o amido nativo de sorgo apresentou
0 mesmo comportamento para essas duas propriedades.

Os valores para capacidade de absor¢ao de agua
(CAA) e dleo (CAO) estao expostos na Figura 2. Com
relacdo a esses resultados, o amido oxidado apresentou
maior CAA (105,97 g + 4,733 g/100 g), enquanto o amido
nativo demonstrou maior capacidade de absor¢ao de dleo
(59,78 + 1,812 g/100 g).
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Figura 2. Capacidade de absorgao de agua (CAA) e 6leo (CAO) dos
amidos nativo e oxidado da améndoa do carogo de manga

Kaur et al? obtiveram valores de CAA de
seus amidos nativos bem préximos aos resultados
ora encontrados. Torruco-Uco e Betancur-Ancona®
encontraram em amido nativo de makal uma CAA de
19,2 g/100 g, resultado inferior ao do amido do carogo de
manga. Lawal e Adebowale® expuseram valores de CAA
e CAO do amido nativo de jack bean bem menores do
que os encontrados para o amido nativo desta pesquisa,
nao chegando nenhum dos dois valores a 3 g/100 g.
Lawal et al.* encontraram maior CAA no amido de
milho oxidado do que no nativo (a tendéncia hidrofilica
do amido aumentou), pois, segundo eles, as ligagoes
hemiacetdlicas dos grupos carboxilicos nos amidos
oxidados permitem maior extensio do inchamento da
cadeia amildcea. Adebowale et al.” afirmam o mesmo
com relagdo ao amido oxidado de fruta-pao. Ambos os
resultados concordam com o encontrado nesta pesquisa.

Caracteristicas das pastas de amido
Na Tabela 3, apresentam-se os graficos de RVA
para os amidos nativo e oxidado desta pesquisa.

Tabela 3. Propriedades de pasta do amido nativo (A) e oxidado (B) da
améndoa do carogo de manga

Parametro Amido nativo Amido oxidado
Temperat d st
b peratura €€ PAS 7672 40,034 79,70 + 0,42

Pico de viscosidade (cP) 1939 + 152,74*
Viscosidade minima (cP) 809,00 + 161,22*

bra de viscosidad
Quebra de viscosidade 1130,00 + 8,48

3071,50 + 95,46°
1088,50 + 10,614

1983,00 + 106,06"

(cP)
Viscosidade final (cP) 1545,00 + 200,824  4853,50 + 48,79"
Tendéncia P

A2 536,00 £39,590 376500 + 59,39°

retrogradagéo (cP)

* Cada valor representa a média e o desvio-padrao de trés
determinacgdes.

Valores com letras maitsculas diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca significativa.
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Pode-se verificar que houve alteragdes nos perfis
viscoamilograficos e nos valores de temperatura de
pasta dos amidos nativo e modificado. O amido oxidado
demonstrou maiores valores para todos os parametros
avaliados do que o amido nativo.

Inicialmente, verificou-se que a temperatura de
pasta aumentou ap6s a oxidagao. Isso indica que o amido
passou a apresentar maior resisténcia a dissociagdo
das pontes de hidrogénio intramoleculares e menor
facilidade de expansao do que o amido nativo. O pico de
viscosidade é obtido durante o empastamento, quando
os granulos, em sua maioria, estdao totalmente inchados,
havendo também a presenca de alguns granulos intactos*.
A viscosidade maxima (pico de viscosidade) do amido
nativo foi de 1939 ¢P (167,15 RVU) e do oxidado foi de
3.071,46 cP (264,78 RVU).

Espinosa-Solis, Jane e Bello-Perez* encontraram
para o amido nativo da polpa de manga, variedade
Tommy Atkins, e de banana valores de pico de viscosidade
maiores que o amido nativo desta pesquisa, sendo estes
respectivamente 194,1 RVU e 215,8 RVU. Rengsutthi e
Charoenrein'® verificaram para o amido nativo do carogo
de jaca pico de viscosidade de 255,58 RVU. El-Saied et
al’ afirmam que a proteina pode atuar como uma
barreira fisica para o intumescimento do amido, uma vez
que os granulos de amido sdo encaixados na matriz de
proteina. Logo, o alto teor de proteina do amido nativo
do carogo de manga (5,60 g/100 g) pode justificar a baixa
viscosidade de pico comparada a outras fontes amilaceas.

O amido nativo mostrou viscosidade minima de
809,00 cP (69,74 RVU) e quebra de viscosidade de 1.130
cP (97,41 RVU). Espinosa-Solis, Jane e Bello-Perez*
expuseram tanto para o amido de polpa de manga como
para o de banana valores de quebra de viscosidade
menores do que os encontrados para o amido nativo
deste trabalho, sendo estes 50,2 RVU e 33,5 RV,
respectivamente. Rengsutthi e Charoenrein'® verificaram
para o amido nativo do carogo de jaca viscosidade
minima de 215,92 RVU e quebra de 39,67 RVU, sendo
o primeiro valor maior e o segundo menor do que os
observados nesta pesquisa. No entanto, Song et al.”,
estudando propriedades viscoamilograficas de amido de
milho por RVA, obtiveram viscosidade minima de 1.201
cP e quebra de viscosidade de 3.246 cP, ou seja, apesar
da viscosidade minima do amido analisado pelos autores
ter sido um pouco superior a deste estudo, sua quebra
de viscosidade foi bem superior a do amido nativo do
caro¢o de manga, demonstrando maior fragilidade deste
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amido quando cozido em agua em relagdo ao amido
nativo desta pesquisa. Por outro lado, o amido oxidado
deste estudo demonstrou uma quebra de viscosidade
maior do que o nativo.

Espinosa-Solis, Jane e Bello-Perez* encontraram
ainda para o amido nativo da polpa de manga e de banana
valores de viscosidade final maiores que o amido nativo
deste estudo. Rengsutthi e Charoenrein'® verificaram
para o amido do caro¢o de jaca viscosidade final de
364,13 RVU. Logo, um produto elaborado com o amido
nativo desta pesquisa sera um produto menos viscoso do
que os elaborados com os demais.

Espinosa-Solis, Jane e Bello-Perez* encontraram
em seus amidos valores de retrogradacao de 95,2 RVU e
de 141,7 RVU. Rengsutthi e Charoenrein'® observaram
para o amido do carogo de jaca retrogradacao de 148,21
RVU. Esses trabalhos expdem valores maiores do que
o obtido para o amido nativo desta pesquisa, o que
indica uma boa estabilidade do amido nativo de manga
a retrogradacdo. Segundo Yuan et al.*, maiores valores
de setback (tendéncia a retrogradac¢do) sao encontrados
para amidos cujos granulos possuem maior didmetro
(acima de 30 pm), devido a maior fragilidade encontrada
em granulos maiores, o que concorda com os didmetros
dos granulos observados nesta pesquisa.

Martinez-Bustos et al*, estudando as
propriedades de amidos nativos e oxidados de mandioca,
batata e jicama, observaram que os amidos oxidados de
mandioca e jicama mostraram maior valor de viscosidade
do que seus respectivos amidos nativos, como no caso
deste estudo. No entanto, o valor foi menor para o amido
de batata. Os referidos autores explicam o aumento de
viscosidade afirmando que o incremento do pico de
viscosidade sugere que os granulos de amido oxidado
foram mais propensos a inchamento e intumesceram
em maior extensdo porque as forgas de associagao entre
as moléculas do amido nativo foram enfraquecidas pela
repulsido elétrica dos grupos carboxilicos, permitindo,
assim, que mais agua penetrasse nos granulos.

CONCLUSAO

O extrato amilaceo nativo apresentou percentual
significativo de amido, mas também apresentou
quantidades relevantes de lipideos e proteinas em sua
composi¢do, que foram componentes decisivos para
as propriedades funcionais estudadas nesta pesquisa.
No entanto, o estudo microscépico dos graos de amido

nativo, apds sua modifica¢ao, ndo mostraram alteragdes
aparentes na forma e tamanho.

Oamidonativoreveloubaixaresisténciaaelevagio
de temperatura, demonstrando um intumescimento
maximo a 75 °C, com relevante solubilizacdo a esta
temperatura. Quando submetido a um pH 12,0,
apresentou maior valor de PI. Este amido caracterizou-se
ainda por exibir consideraveis valores de capacidade de
absor¢do de agua e dleo, maior transparéncia de pasta,
baixo pico de viscosidade quando comparado a outras
fontes amildceas, interessante resisténcia a agitacao
mecénica (quebra) e baixa tendéncia a retrogradar.
Sugere-se sua indica¢do para compor sopas desidratadas,
por apresentar baixa temperatura de formagdo de gel,
e em produtos carneos, por possuir boa capacidade de
reter dgua.

O amido oxidado demonstrou boa resisténcia
a elevacdo da temperatura, porém baixa solubilidade
em fungdo dessa variavel. Quando submetido a pH 12,
revelou PI e solubilidades préximos aos encontrados
a 95 °C. Apresentou o maior valor para capacidade de
absorg¢do de agua e o menor de capacidade de absor¢do
de 6leo, sendo indicado para produtos de panificagao e de
fritura (mais crocancia). Apresentou ainda o maior valor
de pico de viscosidade, resisténcia a agitagdo mecénica e
temperatura de pasta, porém obteve a maior tendéncia a
retrogradar, nao sendo apropriado para féormulas infantis
ou sopas desidratadas. A industria de conservas podera
utilizar este amido, devido a sua resisténcia ao aumento
da temperatura.
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RESUMO

A dieta exerce efeito pronunciado na composigdo das carcagas de peixes. Neste trabalho, foi avaliada a
qualidade nutricional da fracdo lipidica do tecido muscular de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
submetidas a dietas com diferentes teores de 6leo de soja (OS). Os peixes foram alimentados por 21 dias
com ragao contendo 5,98% de lipidios totais (LT) oriundos de ra¢do comercial, sem adi¢do de 6leo de soja
(A), dieta com adicao de 2% (B) e 4% de 6leo de soja (C). Ndo houve diferencas significativas (p > 0,05)
entre os teores de umidade, cinzas, proteina bruta e LT (0,98% a 1,08%) dos tecidos musculares resultantes
dos tratamentos. Foram separados e identificados até 25 4cidos graxos, com diferenca significativa (p <
0,05) na maioria deles, dependendo da dieta. Os majoritarios em ordem decrescente foram: 16:0, 18:1n9,
18:2n6, 18:0, 20:4n6 e 22:5n6, independentemente do tratamento. A adi¢do de OS na ragdo comercial
mostrou perspectivas de promover o crescimento dos animais, sem afetar a composi¢do centesimal
e a qualidade nutricional da fracdo lipidica do tecido, em fungio dos altos teores de poli-insaturados,
indicando ser uma matéria-prima satisfatoria para incorporagio parcial na ragao.

Palavras-chave. Oreochromis niloticus, gordura, dcidos graxos, musculo

ABSTRACT

The diet induces a pronounced effect on fish carcass composition. This study aimed at evaluating the
nutritional quality of lipid fraction of muscle tissue of tilapias (Oreochromis niloticus), which were fed with
different soybean oil (OS) contents. The fishes were fed for 21 days with diets containing 5.98% of total
lipid (TL) from a commercial feed without soya oil supplementation (A), the same feed plus 2% of soy
oil (B) and plus 4% of soy oil (C). No significant differences (p > 0.05) were found in moisture, ash, crude
protein and TL (0.98 to 1.08%) contents of fish muscles tissues resulting from the treatments. Twenty-five
fatty acids were separated and identified, and, depending on the diet, significant differences (p < 0.05)
were found among the majority of them. Away of the treatment, the predominance, in decreasing order,
was: 16:0, 18:1n9, 18:2n6, 18:0, 20:4n6 and 22:5n6. The addition of 2% of soy oil into the commercial feed
showed the best perspectives to promote the fish growth, without producing an effect on the lipid fraction
composition and nutritional quality, due to the high polyunsaturated contents and remarkably n6. This oil
is a satisfactory raw material for being partially included into the diet.

Keywords. Oreochromis niloticus, fat, fatty acids, muscle
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INTRODUCAO

A piscicultura é, entre as atividades da
pecuaria brasileira, uma das que mais se desenvolvem.
Considerando o pescado como alimento de excelente
valor nutritivo e a pesca como uma atividade significativa
do setor de producdo, estudos sobre a fisiologia de
peixes sdo de grande interesse cientifico'”, apesar do
reduzido nimeros de pesquisas sobre o efeito da dieta na
composic¢do da carcaga*®.

Lipidios e proteinas sdo os maiores constituintes
organicos dos peixes, sendo uma importante forma
de reserva de energia metabdlica para o crescimento
e a reproducdo dos animais, além de ser fonte de alto
valor nutricional dos mesmos®’. Os acidos graxos poli-
insaturados participam da estrutura e da integridade
das membranas e de processos vitais, como a sintese
dos eicosanoides (prostaglandinas e leucotrienos), tanto
para peixes como para humanos. Esses acidos graxos
contribuem também para a redu¢io do risco de doengas
corondrias, reumaticas, diabetes e cAncer e atuam como
transportadores de vitaminas lipossoluveis A, D, E e K.
Os 4cidos linoleico (18:2n6) e a-linolénico (18:3n3) sdo
dois representantes das séries n6 e n3 e, como nio sio
sintetizados por animais, sdo considerados essenciais
e devem estar presentes na dieta®''. Teores reduzidos
desses acidos graxos no filé de peixe podem ser devidos
aos baixos indices destes nas dietas*’, reduzindo o valor
nutricional das carnes'>".

Os lipidios que compdem as ragdes de peixes
de agua doce sdo caracterizados pela presenga dos
acidos linoleico (18:2n6), a-linolénico (18:3n3) e
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n3). Assim, a composi¢cao
de 4cidos graxos de peixes de agua doce é caracterizada
por elevados teores de n-6 e, principalmente, de acido
linoleico (18:2n6) e araquidonico (20:4n6)".

Os oleos de peixes marinhos sio ricos em acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa e, portanto, de
alto valor nutricional para humanos, além de serem
tradicionalmente utilizados como fonte delipidios também
para a alimentagdo de peixes, em especial na criagdo de
tilapias. A produgdo mundial de tilapia foi superior a 3
milhoes de toneladas em 2010, com estimativa de aumento
para cerca de 8,9 milhoes de toneladas até 2020'>'¢. Este
rapido aumento é em parte devido a sistemas agricolas
de produgdo intensiva, sendo cada vez mais importante
a manuten¢do da qualidade nutricional da carne desses
peixes.
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Os odleos vegetais sdo alternativas vidveis para
serem inseridos na dieta de peixes, ja que sdo prontamente
disponiveis, sao renovaveis e mais baratos que os dleos de
peixes. Em virtude disso, muitos estudos relatam que os
6leos vegetais podem substituir parcial ou totalmente o
6leo de peixe no cultivo de tilapias sem comprometer o
desempenho de crescimento, satisfazendo o requisito da
presenca de dcidos graxos essenciais'’.

Entre os 6leos vegetais comestiveis produzidos
em grande escala, o 6leo de soja apresenta maior teor de
insaturados (70% a 80%) do que de saturados (10% a 20%),
com cerca de 19% a 30% de 4cido oleico (18:1n9), 44% a
62% de acido linoleico (18:2n6), principal representante
da série 6mega-6 (n6), e 4% a 11% de acido linolénico
(18:3n3), principal representante da série dmega-3 (n3)®.
Este 6leo vem sendo utilizado na formulacio de dietas
para peixes como fonte de energia, apresentando 8.485
Kcal/kg de energia digestivel para a tildpia do Nilo"*".

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é
bastante apreciada por piscicultores e consumidores de
todo o mundo por apresentar caracteristicas particulares,
como a prolificidade e a rusticidade, elevada qualidade
nutricional e aceitagdo organoléptica da carne, bom
indice de crescimento e alta resisténcia as doengas,
destacando-se o fato de aceitar bem racdes, resultando
num desenvolvimento satisfatorio®*'.

Os relatos sobre os teores de acidos graxos das
séries n6 e n3 do tecido de tilapias sdo, respectivamente,
13,75-19,72% e 1,41-1,74%, quando alimentadas com
racio contendo somente lipidio oriundo de dleo de
soja’’; de 32,60% e 24,60% quando cultivadas com ragao
contendo 6leo de linhaga'; e de 34,30% e 12,50% quando
tratadas com ra¢ao contendo dleo de palma'®.

Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade nutricional da fragéo lipidica do tecido
muscular de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) por
meio da influéncia da adi¢do de diferentes teores de 6leo
de soja como fonte alternativa parcial de lipidio das dietas.

MATERIAL E METODOS

Formulagao das ragoes,
amostragem

Foi utilizada como matriz para a elaboragdo das
dietas a serem testadas uma ra¢ao comercial (Nutripeixe
AL55 - PURINA) extrusada a base de 6leo de peixe
contendo 56% de proteina e 12% de lipidios totais
(LT)>19222, A ragdo com particula de 0,4 mm de didmetro,

cultivo das tilapias e
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destinada a alimentacdo de larvas e alevinos de peixes
onivoros, foi adquirida em Feira de Santana-BA, cuja
composi¢ao centesimal esta apresentada na Tabela 1. Para
a preparagdo das trés dietas experimentais, adicionou-
se farelo de milho a ragdo comercial na proporg¢ao 1:1,
reduzindo os niveis de LT e de proteina na mistura final
para 6,57% e 26%, respectivamente (Tabela 2). Essa
formula¢ao correspondeu a dieta experimental com
menor concentracao de LT e isenta de dleo de soja (Ragdo
A, referéncia). Em seguida, foram adicionadas aliquotas
de 2% e de 4% de 6leo de soja a ragdo A, obtendo-se assim
as racdes B e C, com niveis de LT de 8,57% e 10,57%,
respectivamente, substituindo-se parcialmente o dleo
de peixe por 6leo vegetal. As ragdes foram peletizadas
mecanicamente e secas em estufa de ventilagdo forcada
por 24 horas, em temperatura de 55 °C.

Tabela 1. Composi¢ao centesimal da ragdo comercial utilizada na
formulagdo das dietas experimentais

Nutrientes Informagoes do Analise
rétulo (%) laboratorial(%)
Umidade 13,0 11,0
Matéria mineral 14,0 13,3
Matéria fibrosa 5,00 7,7
Proteina bruta 55,0 56,0
Extrato etéreo 10,0 12,0

Tabela 2. Formulagéo e teores de proteina bruta e lipidios totais da
dieta de referéncia (tratamento A) e das ragdes contendo 6leo de soja
(BeCQ)

Composicao (%)

Dietas Oleode Proteina Lipidios
soja (%) bruta totais
Rac¢io Comercial - 56 12,00
. A (referéncia) 0,00 26 6,57
R a ¢ 0 e
formuladas* B 2,00 26 8,57
© 4,00 26 10,57

*Ragdo A = Ragido comercial + farelo de milho na proporgéo 1:1;
Ragdo B = Ragdo A + 2% de 6leo de soja;
Ragdo C = Ragdo A + 4% de dleo de soja.

O cultivo foi realizado na Esta¢do de Piscicultura
Joanes II, da Bahia Pesca S.A., Camacari, Bahia,
utilizando-se 60 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
mantidas em viveiros de terra, com égua doce, em sistema
aberto, com renovagdo média didria de dgua de 10%. A
qualidade da 4gua durante o ensaio experimental seguiu
os padrdes da estacdo, com oxigénio dissolvido entre 5 e
8 mg/L, pH 7,5 e temperatura média de 25 °C.

Os 60 peixes foram separados em duas categorias
de peso, P1 =300 + 100 g e P2 = 500 + 100 g, cada uma

com 30 peixes em bom estado fisico, e distribuidos em
trés tanques-rede com volume de 1 m* (1 mx 1 mx 1 m),
dispostos separadamente dentro do viveiro. Assim, cada
tanque-rede foi povoado com 20 animais, sendo dez de
cada categoria de peso.

Osanimais de cada tanque-rede foram alimentados
a lango, até a saciedade (ad libitum), por 21 dias, com as
ragdes experimentais sem 6leo de soja (A) e com diferentes
teores de oleo de soja (B e C), pela manha e a tarde.

Apds 21 dias, os peixes foram abatidos, pesados e
mantidos em embalagens de polietileno (em atmosfera de
N,) a -18 °C no Laboratdrio de Pescados e Cromatografia
Aplicada (Lapesca) da Faculdade de Farmacia da UFBA,
onde foram analisados. No inicio de cada andlise, as
amostras foram mantidas a temperaturaambiente, filetadas
e preparadas individualmente para as determinagdes das
composi¢oes centesimal e de acidos graxos.

Determinacido da composi¢ao centesimal

A umidade e o teor de cinzas foram determinados
seguindo o método gravimétrico da AOAC?; a proteina
bruta, pelo método de Kjeldahl-Micro por determinagédo
do nitrogénio total*’. A proteina bruta foi calculada em
fun¢ao dos teores de nitrogénio total multiplicado pelo
fator 6,25.

Os lipidios totais foram extraidos e quantificados
conforme metodologia proposta por Bligh e Dyer®, em
que aproximadamente 3 g de amostra foram pesados em
balao de Erlenmeyer. Posteriormente, foram adicionados
20 mL de metanol, 10 mL de cloroférmio e um volume de
agua para completar 8 mL, considerando-se a umidade
da amostra. Ap6s agitacao em agitador mecénico (Nova
Etica NT 145), por 30 minutos, foram adicionados mais
10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucdo de sulfato de
sédio 1,5%. A mistura foi agitada por mais 5 minutos. A
camada inferior, ou seja, a fase cloroférmica que continha
os lipidios, foi removida e filtrada em um funil com papel
de filtro contendo sulfato de sodio anidro. Em seguida,
foram transferidas aliquotas desse extrato para tubos de
vidro pré-tarados, os quais foram colocados sob atmosfera
de N, para evaporagio do solvente. Apds a secagem, 0s
tubos foram pesados em balanga analitica (Shimatzu
Y220), obtendo-se por gravimetria o percentual de LT.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Preparagao dos ésteres metilicos de acidos graxos

Oslipidios totais foram submetidos ao processo de
transesterificagdo para a preparagao dos ésteres metilicos
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de dcidos graxos (EMAG), segundo a metodologia
proposta por Joseph e Ackman?®. Para a saponificagio,
uma aliquota dos lipidios totais (aproximadamente
25 mg) foi pesada em tubo de vidro de 20 mL (pirex).
Posteriormente, foram adicionados 1,5 mL de solucio
metandlica de NaOH 0,50 mol/L; a soluc¢ao foi aquecida
em banho-maria a 100 °C por cerca de 15 minutos,
seguido de resfriamento a temperatura ambiente. Foram
adicionados 2 mL de uma solu¢do metanolica catalitica
de BF, (12%), com posterior aquecimento em banho-
maria a 100 °C por 30 minutos, seguido de resfriamento
em agua corrente. Adicionaram-se 1 mL de iso-octano,
sob vigorosa agita¢do, em vortice (Phoenix AP 56), por 1
minuto, e 5 mL de soluc¢do de cloreto de sddio saturada.
A amostra esterificada foi levada a geladeira e deixada
em repouso por 5 minutos para acelerar a separagao
das fases. Apos a coleta da fase superior, adicionou-se
mais 1,0 mL de iso-octano ao tubo. Depois da agitagdo
e separagdo das fases, foi coletado o sobrenadante e
adicionado ao volume da primeira extragdo. Os EMAG
foram armazenados em frasco ambar sob atmosfera
inerte (N,) a -18 °C e analisados por cromatografia.

Analise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos
graxos

Os EMAG foram analisados em um
cromatografo gasoso CP 3800 (VARIAN), equipado
com coluna CP-WAX (25 m x 0,25 mm X 0,20 pm)
e detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). Os
parametros de analises foram: temperatura do injetor:
250 °C; temperatura do detector: 280 °C; fluxo de 1,3
mL.min" para o gas de arraste He, de 30 mL.min™ para
o gés auxiliar (make-up) N,, e 30 e 300 mL.min™" para os
gases H2 e ar sintético, respectivamente; razdo de divisao
(split) de 1:50; temperatura da coluna programada a
150 °C por 16 minutos, aumentando 2 °C/min até 180
°C, permanecendo por 25 minutos, passando a 210 °C
a 5 °C/min, onde permaneceu por 10 minutos, com
elevagao para 230 °C a 10 °C/min, mantendo-se por 16
minutos. As injegoes foram realizadas em duplicatas, e o
volume de injecédo foi de 1 pL.

A identificagio dos AG foi realizada por
comparagdo entre os tempos de retengdo (Tr) dos picos
dos cromatogramas das amostras com os Tr dos padroes,
separados nas mesmas condi¢des cromatograficas. O
mix de padroes é composto por 37 EMAG contendo
desde 4:0 até 22:6n3 (189-19, Sigma, Estados Unidos).
A quantificagdo dos AG foi realizada pelo método de
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normalizagdo através das areas dos picos, e os resultados
foram expressos em percentagem relativa de area (%).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo programa
STATISTICA (Anova) versao 7.0, utilizando-se o teste
de Tuckey (HSD) para avaliagdo das diferencas entre a
composi¢do centesimal e de AG dos tecidos musculares
resultantes dos diferentes tratamentos, a 95% de confianga
(p > 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os intervalos de peso das tildpias submetidas as
dietas contendo 6,57% de LT oriundos de racao comercial
(6leo de peixe), além de 0% (Ragdo A, referéncia), 2%
(Ragao B) e 4% (Ragdo C) de 6leo de soja, assim como
os teores de umidade, cinzas, proteina bruta e LT dos
tecidos musculares estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢ao centesimal do tecido muscular de tildpias do
Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a tratamentos com racoes
contendo dois diferentes teores de 6leo de soja

Tratamentos* (% de dleo de soja)

Composigao (%) (inicial 200-600 g)

Racdo A (0%) Rag¢aoB (2%) Racio C (4%)
Intervalo de peso
final das tildpias ~ 250-440 450-620 500-570
(g)
Umidade (%) 78,52 + 0,38 80,63 + 0,77° 80,54 + 1,65*
Cinza (%) 1,18 £ 0,05* 1,14 + 0,06* 1,07 £ 0,12°
Lipidios totais

1,08 + 0,12 0,98 +0,18* 1,01 £ 0,122

(%)
Proteina  bruta . N .
(%) 18,50 £+ 0,68 18,98 £+ 0,69 19,07 £ 0,56

*Todas as ragdes contém 6,57% de LT oriundos da ragao comercial
Valores que tém a mesma letra, numa mesma linha, ndo apresentam
diferencas significativas (p > 0,05) pelo teste de Tukey a 95% de
confianca

Os valores de peso das tilapias alimentadas a
lango, até a saciedade, por 21 dias, variaram de 250 a
620 g, sendo que os maiores valores foram apresentados
com os tratamentos contendo dleo de soja (B e C).
Isso ¢é justificado em fungdo das ragdées nio serem
isoenergérticas (Tabela 2).

Os teores de umidade dos tecidos musculares das
tilapias variaram de 78,52 + 0,38 a 80,63 + 0,77; cinzas, de
1,07 £ 0,12 a 1,18 + 0,05%; proteina bruta, de 18,50 + 0,68
a 19,07 + 0,56; e LT, de 0,98 + 0,18 a 1,08 + 0,12%, que
Ackman? classifica como peixes magros (< 2% de LT).
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Os diferentes tratamentos ndo resultaram em tecidos
musculares com diferengas significativas (p > 0,05) entre
0s pesos, assim como entre os pardmetros de composi¢ao
centesimal, com excecdo da umidade dos tecidos dos
peixes alimentados com a ragdo A.

Vila Nova et al.”® encontraram no musculo de
tilapias do Nilo alimentadas com ragdes comerciais
valores bastante proximos de umidade (77,55%),
cinzas (0,97%), LT (0,99%) e proteina bruta (18,34%).
Normalmente, o teor de LT no musculo de peixes é o
parametro da composi¢do mais influenciado pela dieta.
Maia e Rodriguez® relataram percentuais de 1,4% de LT
para filés de tilapia, enquanto Andrade et al.’ encontraram
2,86%.

A Tabela 4 mostra a composi¢do de acidos
graxos da fragdo de LT do tecido muscular das tilapias
submetidas aos tratamentos A, B, e C, separados por CG-
DIC (Figura 1).

mvolts

%50 %o k)

Figura 1. Cromatograma CG-DIC do perfil de acidos graxos do tecido
muscular de tilapias alimentadas com a ragdo B contendo 6,57% de LT
oriundos da ragao comercial acrescentado de 2,0% de 6leo de soja

Na fracao lipidica do tecido muscular de tilapias,
foram separados e identificados até 25 acidos graxos,
sendo os majoritdarios em ordem decrescente: 16:0,
18:1n9, 18:2n6, 18:0, 20:4n6 e 22:5n6, representando 80%
a 83% dos totais, independentemente dos tratamentos
com as ragdes A, B e C. Maia e Rodriguez®’ e Maia et al.*
também relatam a presenca desses acidos graxos como
majoritarios, e na mesma ordem, em tecido muscular de
tilapias alimentadas com ragdo comercial, enquanto Justi
et al.® identificaram como majoritarios os acidos 18:1n9,
18:2n6, 16:0, 18:3n3 e 18:0 em alevinos de tilapias do Nilo
submetidos a dietas enriquecidas com 6leo de linhaga.

Comparando os AG majoritarios dos tecidos
musculares dos tratamentos que contém dleo de soja na
dieta (B e C) com a dieta referéncia (A), constata-se que
16:0 e 18:1n9 sofreram diminui¢do, enquanto 18:2n6,
20:4n6 e 22:5n6 aumentaram (Tabela 4). O percentual
do AG majoritario em 6leo de soja (18:2n6)*"* também

Tabela 4. Identificagdo e quantificacdo de acidos graxos do tecido
muscular de tilapias submetidas a diferentes tratamentos e somatorios
das séries de acidos graxos. (A) ragdo contendo 6,75% de LT oriundos
da ragdo comercial; (B) ragdo contendo 6,57% de LT da ragao
comercial + 2% de 6leo de soja; e (C) ragdo contendo 6,57% de LT da
ragdo comercial + 4% de 6leo de soja

Identificacio EMAG + dp (%)

EMAG Tratamento A Tratamento B Tratamento C
14:0 2,54+ 0,82 1,65 + 0,05 2,11 +0,73
15:0 0,25 £ 0,24° 0,14 + 0,20° 0,29 + 0,08*°
16:0 27,05+ 0,10 24,17 £ 4,32 21,10 £ 0,58
17:0 0,38 £ 0,39 0,47 £ 0,01° 0,45 + 0,07°
18:0 9,89 £ 2,33 10,88 + 2,58 8,94 + 0,99
20:0 0,48 + 0,35 - 0,36 + 0,02
22:0 0,07 £ 0,07 - -
ZAGS 40,66 37,31 33,25
17:1n5 0,18 +0,23* 0,15+ 0,01* -
18:1n9 24,02 + 5,20* 17,52 + 1,97 21,32 £ 1,19*
18:1n7 3,94 + 1,45 3,03+0,38 3,72+ 0,08
20:1n9 1,11 £ 1,42 0,93 £ 0,33 1,33 £ 0,28
24:1n9 0,47 = 0,54° 0,42 + 0,07° 0,30 £ 0,07
YAGMI 31,12 24,18 29,95
18:2n6¢ 14,16 £ 2,99 16,32 £ 3,23 16,27 £ 2,03
18:3n6 0,07 = 0,06 0,56 = 0,25 0,92 £ 0,15
18:3n3 0,73 +0,33° 0,72 £ 0,29* 0,91 £ 0,03
20:2n6 1,26 £ 0,28 1,80 £ 0,64 1,56 £ 0,01
20:3n6 0,90 £ 1,12 1,85+ 0,05 2,06 £ 0,12
20:4n6 (ARA) 3,75+ 1,02 8,31 +2,16* 8,24 + 1,122
20:3n3 0,10 £ 0,12 - 0,27 £ 0,04
20:5n3 (EPA) 0,19 £ 0,24 0,24 +£ 0,34 0,31 £ 0,09
22:4n6 1,42 + 0,66 2,04 £ 0,03 2,32 +£0,28
22:5n6 4,71 £ 0,02 6,17 £ 0,10 3,73 £ 0,15
22:6n3 (DHA) 0,92 + 1,16 0,50 £ 0,71 0,22 +£ 0,02
YAGPI 28,21 38,51 36,79
Total AG 100,00 100,00 100,00
>n3 1,94 1,47 1,71
zn6 26,27 37,04 35,31
2n6/ En3 13,54 25,26 20,64
YAGPI/'2AGS 0,69 1,03 1,10

Resultados das médias + dp de 10 tilapias de cada tratamento
EMAG = Esteres metilicos de acidos graxos expressos em % do total

de lipidios

dp = desvio-padrio

- =ndo detectado

2 AGS = soma dos acidos graxos saturados

2AGMI = soma dos acidos graxos monoinsaturados

2AGPI = soma dos 4cidos graxos poli-insaturados

>n3 = soma dos acidos graxos n3, inclusive EPA e DHA

>n6 = soma dos acidos graxos n6

Valores que tém a mesma letra, numa mesma linha, ndo apresentam
diferengas significativas (p > 0,05) pelo teste de Tukey a 95% de
confianca

89



Druzian JI, Machado BAS, Souza CO, Fraga LM, Duran VAA, Burghgrave US, et al. Influéncia da dieta suplementada com 6leo de soja na
composicao centesimal e perfil lipidico de tildpias do Nilo. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(1):85-92.

aumentou (6,6% para 17,2%) no musculo de tilapias
alimentadas com dieta contendo 8% de dleo de soja,
quando comparado ao controle isento do dleo vegetal®,
e variou de 8,75% a 13,52% em musculo resultante de
dietas contendo 7% de 6leo de soja*, entre 0 e 90 dias.

Foi constatado que o fornecimento das ragoes
A, B e C as tilapias por 21 dias ndo estd diretamente
relacionado ao aumento do teor de LT do musculo,
mas exerceu uma influéncia significativa (p < 0,05) na
composi¢dao da maioria dos AG (Tabela 4). Tonial et al.”!
também relatam que, ao alimentar tildpias com ragdo
contendo 7% de dleo de soja, a composi¢ao de AG do
tecido muscular apresentou diferencas significativas (p <
0,05) até 45 dias de fornecimento da racio.

Do ponto de vista nutricional, resultados de
pesquisas mostram que a ingestdo de acidos graxos
saturados aumenta os niveis de colesterol sérico em
humanos e que os niveis de colesterol total no plasma
sanguineo diminuem quando a ingestdo de acidos graxos
saturados é substituida por poli-insaturados'**.

A Tabela 4 também mostra os somatorios
dos acidos graxos: saturados (AGS 33,25 a 40,66%),
monoinsaturados (AGMI 24,18 a 31,12%), poli-
insaturados (AGPI 28,21 a 38,51%), O6mega-3 (n3
1,47 a 1,94%) e dmega-6 (n6 26,27 a 37,04%); assim
como as razdes dos AGPI/AGS (0,69 a 1,10) e n6/n3
(13,54 a 25,26) dos tecidos musculares das tilapias,
com diferencas significativas (p < 0,05) entre os trés
tratamentos. Os valores dos somatorios das séries de
AG foram semelhantes aos encontrados por Tonial et
al.?! para filés de tildpias alimentadas com oleo de soja
como componente da racdo, e também identificaram
diferencas significativas (p < 0,05) quando compararam
ao tratamento controle (ra¢do comercial).

Quanto a questdo nutricional para humanos,
¢ recomendado que as razoes AGPI/AGS e né6:n3
sejam maiores que 0,45'%'"**% e, no maximo, 4,0,
respectivamente. Neste trabalho, as razoes AGPI/AGS e
n6/n3 atendem aos critérios estabelecidos (Tabela 4). O
valor da razao n6/n3 em filés de tilapias alimentadas por
30 dias com 7% de 6leo de soja na ragdo foi de 10,35%,
enquanto por 70 dias com ragao contendo 8% de 6leo de
soja foi de 4,8%.

A composicao de AG e, consequentemente, 0s
teores de AGS, AGMI e AGPI de peixes sofrem influéncia
direta desses mesmos pardmetros da dieta. Entretanto,
os acidos saturados podem também ser gerados pela
sintese de novo, onde fontes de carbono nao lipidicas
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sao transformadas em dcidos graxos'**¥. A sintese de
acidos poli-insaturados ocorre por meio de reagdes
sequenciais de dessaturagdo e alongamento da cadeia dos
acidos graxos, tendo como substratos os acidos oleico
(18:1n9), linoleico (18:2n6), a-linolénico (18:3n3) e,
por extensdo, seus isomeros trans e familias n6 e n3. A
acao das enzimas dessaturases é de grande importancia,
uma vez que é controlada pela interagdo de hormonios
com a quantidade dos dcidos linoleico e a-linolénico
da dieta'®”. De fato, a composi¢do de AG dos tecidos é
modulada por varios fatores metabdlicos, e o conteudo
final dependera da quantidade e da natureza dos AG
da dieta, da ingestao cumulativa dos AG e do tempo de
ingesta, da taxa de crescimento, da espécie, do tamanho,
da idade, entre outros fatores ambientais.

Portanto, da dessaturacdo do 18:2n6, obtém-
se 0 18:3n6 e, sequencialmente, 20:3n6, 20:4n6 (ARA),
22:4n6 e 22:5n6. Em funcédo da dieta suplementada com
oleo de soja, que ¢ fonte de acido linoleico'*"*, todos
esses AG, mas principalmente ARA e 22:5n6, foram
encontrados em maiores quantidades no musculo das
tilapias dos tratamentos B e C do que do tratamento
A, constatando-se que o dleo foi bem metabolizado
pela espécie. O 18:3n3, encontrado principalmente no
cloroplasto de vegetais verdes, é metabolizado a acidos
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA). O
oleo de soja tem de 4% a 11% de 18:3n3°"*% portanto,
valores baixos de EPA e DHA (< 1%) foram encontrados
nas tildpias alimentadas com as ragdes contendo dleo de
soja (B e C, Tabela 4). Valores proximos a 1% também
foram encontrados por Tonial et al.*' para tilapias
alimentadas com ragdo contendo 7% de dleo de soja,
avaliadas periodicamente por 90 dias.

E relatado que peixes de é4gua doce” tém
necessidade dos grupos de acidos graxos poli-saturados
n6 e n3, ou somente de n6. Sabe-se também que as
familias de dacidos graxos n3, n6, n7 e n9 competem entre
si pelas vias metabdlicas de alongamento e dessaturagao,
uma vez que compartilham dos mesmos sistemas
enzimaticos. A ressintetizagdo dos dcidos graxos das
tilapias foi alterada com a variagdo nos niveis de dleo
de soja na ragdo, embora o processo de absor¢do de LT
nio tenha sofrido influéncia. O nivel de 8,57% de extrato
etéreo na dieta do tratamento B das tilapias promoveu
maior desempenho de ganho de peso (Tabela 3) e
manteve o valor nutricional considerando as diferentes
séries de dcidos graxos (Tabela 4), podendo indicar que
o limite de utilizagdo de lipidio na dieta estaria por volta
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desse valor, que ¢ inferior aos relatados por Martino et
al.”?, de 10% a 20% de lipidios na dieta, resultando em
peixes com uma Otima velocidade de crescimento sem
acumulo excessivo de gordura.

Considerando que existe uma preocupagao
mundial"***?3*3 com o crescente impacto das atividades
de aquicultura, principalmente porque é necessario
de duas a cinco vezes mais farinha de peixe no cultivo
do que a fornecida pelo produto do viveiro, a redugédo
da dependéncia de farinha de peixe pode fornecer um
peixe de menor custo. Ao identificar fontes alternativas
de lipidios, foi constatado que o dleo de soja é uma
matéria-prima satisfatoria para a substitui¢do parcial
do dleo de peixe na alimentagao de tildpias. A inclusdo
de 2% apresenta melhores perspectivas de promover
0 crescimento sem afetar a composicao centesimal,
pois, apesar de alterar a composi¢do de AG dos peixes,
mantém a qualidade nutricional do produto final, além
das possibilidades de fornecer informagdes adicionais
para estudos futuros, principalmente por periodos de
cultivos mais longos e/ou durante todo o cultivo, assim
como a evolugdo das alteragdes da composi¢ao do tecido
muscular durante o cultivo. Depois de utilizar dietas
contendo 6leos vegetais, retornar a uma dieta de dleo de
peixe como maneira de reduzir algum efeito adverso e
repor a composi¢do de acidos graxos ou os parametros
de qualidade nutricional para valores semelhantes aos de
animais continuamente alimentados com uma dieta de
6leo de peixe, é outra possibilidade a ser investigada.

CONCLUSAO

O uso de 2% a 4% de dleo de soja como
substituto parcial do 6leo de peixe da ragdo para dietas
de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) nao refletiu
significativamente na composi¢do centesimal ou no
aumento do teor de lipidios totais do tecido muscular,
mas alterou a composi¢do da quase totalidade dos acidos
graxos dessa fragao.

A inclusdo de dleo de soja apresenta a perspectiva
de promover o crescimento sem afetar a composi¢ao
centesimal, apesar de alterar a composi¢ao de AG dos
peixes mantém a qualidade nutricional do produto,
devido ao teor de poli-insaturado, além da possibilidade
de fornecer um peixe de menor custo. Ao identificar
fontes alternativas de lipidios, foi constatado que o 6leo de
soja € uma matéria-prima satisfatoria para a substitui¢do
parcial do dleo de peixe das ragdes para tilapias.
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RESUMO

A composi¢do quimica e o perfil de acidos graxos (AG) foram analisados nas carnes (peito e coxa/
sobrecoxa) de frangos de corte alimentados com ragdo contendo diferentes teores de radicula de malte
(10% e 20%) e na ragao de controle. O experimento foi constituido por trés tratamentos e cinco repetigdes,
com 10 aves por unidade experimental. O tratamento contendo 20% de radicula diminuiu (p > 0,05) a
quantidade de lipidios (2,78 + 0,23%; 15,40 + 0,24%) e o total de dcidos graxos saturados (AGS) (0,75 +
0,03 g/100 g; 4,33 + 0,03 g/100 g), respectivamente, no corte do peito e na coxa/sobrecoxa dos frangos. Nao
houve modifica¢do no teor total de acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados (AGMI e AGPI)
na carne da coxa/sobrecoxa apds a adi¢ao de radicula de malte. Contudo, a adi¢do de 20% de radicula de
malte reduziu a quantidade total de AGMI (0,85 + 0,04 g/100 g) e de AGPI (0,88 + 0,08 g/100 g) na carne
do peito. O acréscimo de 10% de radicula nas ragdes promoveu o aumento no total de AGPI (1,81 + 0,03
g/100 g), na relagdo n-6/n-3 (21,66 + 0,08) e AGPI/AGS (1,24 + 0,06) na carne do peito. A utilizagao
da radicula de malte é uma alternativa vidvel na alimenta¢do de frangos de corte, a qual proporciona
modifica¢des benéficas no perfil de AGS, AGMI e AGP]I, principalmente na carne do peito.
Palavras-chave. cevada, aves, cereais, nutri¢ao.

ABSTRACT

This study analyzed the chemical composition and the fatty acids (FA) profile of meats (chest and thigh/
on-thigh) from broilers fed with different malt radicle amounts (10% and 20%) and control feed. The
experiment consisted of three treatments and five replicates, with 10 birds for experimental unit. Treatment
with 20% radicle decreased (p > 0.05) the lipids contents (2.78 + 0.23%, 15.40 *+ 0.24%) and the total
saturated fatty acids (SFA) (0.75 + 0.03 g/100 g; 4.33 + 0.03 g/100 g) in both chest cut and thigh/on-thigh
meats, respectively. No change in the total contents of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids
(MUFAs and PUFAs) was noted after adding the malt radicle into thigh/on-thigh meats. However, the
addition of 20% of malt radicle reduced the total amount of MUFAs (0.85 + 0.04 g/100 g) and PUFAs (0.88
+0.08 g/100 g) in the chest meat. The increase of 10% of radicle in the feed promoted an enhancement of
total PUFAs (1.81 £ 0.03 g/100 g), of n-6/n-3 ratio (21.66 + 0.08) and PUFAs/SFA (1.24 + 0.06) in chest
meat. The use of malt radicle is a viable alternative for feeding broilers, which provides beneficial changes
in the SFA, MUFAs and PUFAs profiles, especially in the bird chest meat.

Keywords. barley, birds, cereals, nutrition.
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INTRODUCAO

A avicultura no Brasil é uma das atividades mais
avancadas tecnologicamente, em especial a de corte,
com niveis de produtividade similares aos de paises mais
desenvolvidos, o que contribui de forma significativa
para o fornecimento de proteina animal de baixo custo,
que ¢é geradora de riquezas para o pais'.

A carne é considerada um alimento altamente
complexo e uma importante fonte de proteinas, lipidios
e sais minerais, sendo constituida, geralmente, por 60%
a 80% de agua e 15% a 25% de proteina, e o restante ¢
formado principalmente por gorduras, sais, pigmentos
e vitaminas. Sdo alimentos preferidos pela maioria
dos consumidores, mas, muitas vezes, sio apontados
como alimentos com alto teor de colesterol, gordura
e acidos graxos saturados e baixos niveis de acidos
graxos insaturados. Dessa forma, surgem as pesquisas
para desenvolvimento de produtos carneos funcionais
inovadores, visando a atender as novas expectativas
nutricionais dos consumidores®.

Um significativo nimero de pesquisas em
humanos e animais acumulou-se ao longo dos anos,
atestando a neutralidade dos AGMI (acidos graxos
monoinsaturados) na elevagido dos niveis de colesterol
sérico. Estudos mais atualizados mostram que,
quando se substitui os AGS (acidos graxos saturados)
por AGMI, os niveis de low-density lipoprotein (LDL)
diminuem, enquanto os de high-density lipoprotein (HDL)
permanecem inalterados. Ja os AGPI (acidos graxos
poli-insaturados) naturalmente sdo benéficos, uma vez
que reduzem agregacdes de plaquetas e triglicerideos
e, consequentemente, o risco de doencas cardiacas. Os
acidos graxos 6mega-6 (n-6, 18:2) e 6mega-3 (n-3, 18:3)
sao classificados como essenciais, pois o organismo
ndo os produz, devendo ser ingeridos pela alimentagao
diaria’.

Significativos entre a classe crescente de alimentos
funcionais sdo aqueles enriquecidos com acidos graxos
n-3. A manipula¢ao dos perfis de acidos graxos da carne
e produtos carneos pode ser alcangada, dentre outras
formas, fornecendo-se aos animais dietas contendo
alimentos ricos em AGPI, produzindo-se, assim, perfis
de AG (acidos graxos) mais saudaveis*’.

A regido oeste do estado do Paranad concentra
um significativo nimero de agroindustrias voltadas a
producao, abate e comercializagdo de frangos de corte.
Estas, geralmente, produzem e comercializam a ragdo
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utilizada na alimenta¢ao das aves e, por meio do sistema
de integragdo, trabalham com intimeros produtores®.
Entretanto, a industria alimenticia, sendo altamente
competitiva, deve assegurar que seus produtos sejam
de alta qualidade, baratos e que eles estejam seguros e
nutritivos. Sendo assim, as empresas devem apresentar
uma forte coordenacao das atividades que reflita em sua
inser¢do no mercado’.

A utilizagdo desses alimentos na formulacio
de ragdo animal é regionalizada, sobretudo a radicula
de malte. Esta é obtida a partir da cevada maltada pela
remocdo das radiculas e brotos, podendo incluir cascas
e outras partes do grao no processo industrial para
fabricacdo da cerveja'. A regiao centro-oeste do Parana
apresenta essa caracteristica, devido ao fato de abrigar
no distrito de Entre Rios (Guarapuava) uma das maiores
maltarias do pais. As ragdes produzidas nessa regido sdo
as unicas que possuem continuamente em sua formulagao
cevada cervejeira e radicula de malte®. Porém, necessitam
ser caracterizadas por meio de testes bioldgicos para se
conhecerem os niveis adequados que devem ser incluidos
nas ragoes.

Esses alimentos vém sendo utilizados em pequena
escala e com certo empirismo na alimentagao animal, ja
que o numero de pesquisas que versam sobre seu uso é
limitado. A qualificagdo primaria desses ingredientes,
obtida pela defini¢ao de sua composi¢do quimica, nao é
plenamente conhecida, necessitando de aprimoramento
para uso.

Sabendo-se da relevancia da avaliacio de
novos alimentos utilizados nas racoes que influenciam
a qualidade da carne, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da utilizagao de radicula de
malte na composic¢do de acidos graxos e na analise fisico-
quimica da carne de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Local, animais e ragdes

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Nutricdo Animal do Departamento de Nutri¢cdo do
Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Estadual
do Centro-Oeste (Unicentro), em Guarapuava-PR.

Foram utilizados frangos de corte machos de
linhagem hibrida comercial, criados de 1 a 40 dias de
idade, alojados em gaiolas, com peso médio inicial de
38 g. O ambiente foi climatizado durante todo o periodo
experimental, para maior conforto térmico dos animais.
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Para a realizagio do estudo, os animais do
experimento receberam ragdo de controle (tratamento 1)
e racdo contendo 10% (tratamento 2) e 20% de radicula
de malte (tratamento 3). O alimento teste, com os dois
niveis, foi incluido em uma ragdo referéncia, calculada
segundo Rostagno et al.’ (Tabela 1). Racdo e agua foram
fornecidos ad libitum. Na Tabela 2, esta indicado o perfil
de acidos graxos das ragoes utilizadas como tratamentos
experimentais.

Tabela 1. Ingredientes e composicdo centesimal da ragdo controle

Ingredientes Quantidade (%)
Milho (grao) 59,30
Soja (farelo 45%) 34,33
Oleo de soja 1,98
Fosfato bicélcico 1,78
Calcario 0,96
Arroz (casca) 0,50
Sal comum 0,44
Dl-metionina 0,23
Px vitaminico-ave! 0,20
L-lisina HCI 0,18
Px mineral-ave? 0,10
Total 100,00
Composigao calculada

Energia metabolizavel aves (kcal/kg)  2.950,00
Proteina bruta 21,04
Calcio 0,94
Fésforo disponivel 0,44
Lisina total 1,24
Met + cistina total 0,88
Metionina total 0,55
Triptofano total 0,26
Sédio 0,22
Potéssio 0,81
Acido linoleico 2,44
Fibra bruta 3,39
Cloro 0,30

Ragdo calculada segundo Rostagno et al.’.

'Mistura de vitaminas: vitamina A, 10.000 U.I; vitamina D,, 2000
U.L; vitamina E, 30 U.L; vitamina Bl, 2,0 mg; vitamina Bz,’ 6,0 mg;
vitamina B, 4,0 mg; vitamina B, ,, 0,015 mg; 4cido pantoténico, 12,0
mg; biotina, 0,1 mg; vitamina K,, 3,0 mg; 4cido félico, 1,0 mg; dcido
nicotinico, 50,0 mg.

*Mistura de minerais: ferro, 50 mg; cobalto, 1,0 mg; cobre, 10,0 mg;
magnésio, 80,0 mg; zinco, 50,0 mg; iodo, 1,0 mg.

Abate e preparo das amostras

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido por trés tratamentos e cinco
repeticdes, com dez aves por unidade experimental,

perfazendo um total de 150 animais. No final do periodo
experimental, aos 40 dias de idade, as aves foram pesadas
em balanca com divisdo de 5 g e, apds jejum de seis horas,
foram sacrificadas. Logo apds o abate, foram congeladas
a temperatura de -18 °C, até sua analise quimica.

Para as analises, as carcagas foram descongeladas
em refrigerador com temperatura aproximada de 10 °C
por 24 horas. Foram, entdo, eliminadas das amostras
de peito e de coxa/sobrecoxa toda a gordura visivel e a
pele. A carne foi moida em processador até obter uma
consisténcia pastosa. As analises de umidade (matéria
seca) e cinzas (matéria mineral) foram realizadas
no Laboratério de Engenharia de Processos, do
Departamento de Engenharia de Alimentos da Unicentro,
Guarapuava-PR.

Uma parte das amostras foi armazenada em
bandejas etiquetadas, sendo alocadas em estufa com
ar circulante a 55 °C por 24 horas, para retirada da
umidade. Em seguida, foram envolvidas em embalagens
hermeticamente fechadas e enviadas para o Laboratério
de Analises Fisico-Quimicas da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) Suinos e Aves,
localizada na cidade de Concérdia-SC, que procedeu as
analises de proteina bruta, extrato etéreo e perfil de AG.

Analises fisico-quimicas

Para as analises bromatoldgicas da carne, foram
utilizadas as seguintes metodologias, em triplicata:
para determinacdo da umidade e cinzas, utilizou-se
procedimento segundo o Instituto Adolfo Lutz'’; as
proteinas totais foram quantificadas pelo método Micro-
Kjedahl"; a andlise de lipidios totais foi realizada segundo
metodologia da AOAC".

Analise de acidos graxos

A avaliagao dos dcidos graxos foi realizada
em matéria seca e em duplicata utilizando-se a
metodologia de Hartman e Lago'’, por cromatografia
gasosa. A identificagdo dos AG foi por comparagdo dos
triglicerideos dos ésteres metilicos da amostra com os
triglicerideos de padrdes auténticos (ésteres metilicos
Sigma).

Analises estatisticas

Os dados estatisticos foram analisados utilizando-
se o programa estatistico Sistema de Analise de Variancia
(Sisvar), a um nivel de significancia de 5%, utilizando
teste de Tukey.
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Tabela 2. Composigéo fisico-quimica (proteina bruta, extrato etéreo) e perfil de dcidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados
(g/100 g) da ragao de controle e adicionada de 10% e 20% de radicula de malte

Ragao de Ragao com 10% de Ragio com 20% de radicula
Avaliagao controle radicula de malte de malte

média + DP média + DP média + DP
Proteina bruta* 20,51 £ 0,15 20,61 £ 0,09 20,55 £ 0,08
Extrato etéreo* 4,61 +0,12 5,12 + 0,02 6,39 + 0,10
Acidos graxos saturados (AGS)**
Acido miristico (14:0) 0,18 + 0,09 0,05 + 0,06 0,08 + 0,05
Acido araquidico (20:0) ND 0,56 + 0,04 =
Acido palmitico (16:0) 11,23 + 0,07 11,57 + 0,03 12,08 + 0,05
Acido estearico (18:0) 3,49 + 0,03 3,70 £ 0,03 3,84 + 0,02
Total 14,90 £+ 0,05 15,88 + 0,06 16,00 + 0,05
Acidos graxos monoinsaturados (AGMI)**
Acido oleico (18:1, n-9 cis) 28,01 £ 0,05 26,50 £ 0,02 25,25 £ 0,05
Acido eicosenoico (20:1, n-9 cis 11) 0,17 £ 0,03 0,36 £ 0,01 0,29 + 0,04
Acido palmitoleico (16:1, n-9) - 0,08 + 0,02 0,16 + 0,03
Total 28,18 + 0,05 26,94 + 0,04 25,7 £ 0,02
Acidos graxos poli-insaturados (AGPI)**
Acido linoleico (18:2, n-6) 51,17 + 0,02 51,13 + 0,03 51,57 + 0,02
Acido a-linolénico (18:3, n-3) 3,67 + 0,04 4,59 + 0,03 5,52 + 0,02
Total 54,84 £ 0,05 55,72 £ 0,03 57,09 £ 0,04
Rela¢do n-6/n-3 13,90 £ 0,02 11,14 £ 0,02 9,34 £ 0,01
Relacdo AGPI/AGS 3,68 + 0,05 3,51 + 0,06 3,57 + 0,06

As andlises foram realizadas em triplicata* e duplicata**, utilizando-se a homogeneizagdo de 10 amostras aleatorizadas de cada tratamento.
As andlises sdo expressas em base de matéria seca.

ND: Nao disponivel.

DP: Desvio-padrao da média.

Tabela 3. Composi¢ao fisico-quimica da carne de frangos, peito e coxa/sobrecoxa, alimentados com ragao de controle e adicionada de 10% e
20% de radicula de malte, em relacdo a umidade, cinzas, proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE)

Umidade (%) Cinzas (%) PB (%) EE (%)
C C C C
T TGS Peito == Peito == Peito = Peito =
média + DP sobrecoxa média + DP sobrecoxa média + DP sobrecoxa média + DP sobrecoxa

5 média + DP B média + DP B média + DP B média + DP

Tratamento de
trol 73,49 £ 0,10* 75,62 + 0,09* 1,34+ 0,09* 1,07 £0,14* 85,30 £ 0,15* 82,94 +0,13* 4,65 +0,21* 20,72 +0,32°

controle

Tratamento com 10% )
i 74,50 £ 0,12* 73,41 £ 0,08* 1,12 +0,15> 0,92 + 0,20° 73,55 £ 0,20* 80,85 £ 0,22* 534 +£0,11* 18,03 £0,23*
de radicula de malte

Tratament 20%
ratamento com 20 o 4 0,090 76,69+ 0,100 1,19+ 0,09 1,00+ 0,13 84,39 +021° 81,49 +0,24° 2,78 +0,23° 15,40 + 0,24
de radicula de malte

Medidas na coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As andlises sdo expressas em base de matéria seca.

DP: Desvio-padrao da média.

As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando-se a homogeneizagio de 10 amostras aleatorizadas de cada tratamento.
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Tabela 4. Perfil de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados (g/100 g) do peito e coxa/sobrecoxa dos frangos de corte
alimentados com ra¢io de controle e adicionada de 10% e 20% de radicula de malte

Tratamento com 10% de Tratamento com 20% de

Tratamento Tratamento de controle radicula de malte radicula de malte
o Peito S Peito = Peito oy
Acido graxo média + DP sobrecoxa média + DP sobrecoxa média + DP sobrecoxa
B média + DP B média + DP B média + DP
Acidos graxos saturados (AGS)
Acido miristico (14:0) 0,02 + 0,02°¢ 0,09 + 0,02* 0,01 £ 0,01°¢ 0,07 +0,02° 0,01 + 0,02¢ 0,06 + 0,02°
Acido palmitico (16:0) 0,88 £ 0,01¢ 4,20 £ 0,03* 1,11 + 0,02¢ 3,73 £ 0,03° 0,52 +0,01° 3,10 + 0,03¢
Acido estedrico (18:0) 0,30 = 0,03¢ 1,22 + 0,02* 0,34 + 0,02¢ 1,03 + 0,02° 0,22 +0,01°¢ 1,16 = 0,02*
Total 1,20 + 0,04¢ 5,51 + 0,022 1,46 + 0,03¢ 4,83 + 0,02° 0,75+ 0,03¢ 4,33 +£0,03¢
Acidos graxos monoinsaturados (AGMI)
Acido palmitoleico (16:1, n-9) 0,20 = 0,05¢ 1,07 £ 0,04* 0,24 + 0,02¢ 1,04 £ 0,03* 0,07 £ 0,01¢ 0,78 +0,02°
Acido oleico (18:1, n-9 cis) 1,75 + 0,03¢ 7,71 £ 0,01° 1,90 + 0,02¢ 6,10 + 0,03° 0,79 + 0,04° 5,22 + 0,02°¢
Acido eicosenoico (20:1, n-9 cis 11) - 0,07 £ 0,022 - 0,07 +0,03° - 0,07 +0,10°
Total 1,94 + 0,01° 8,86 + 0,05° 2,14 + 0,08° 7,21 = 0,05* 0,85 + 0,04¢ 6,06 = 0,09*
Acidos graxos poli-insaturados (AGPI)
Acido linoleico (18:2, n-6) 0,98 + 0,02¢ 4,27 +0,02* 1,73 + 0,04¢ 4,05 + 0,02° 0,82 +0,01¢ 4,38 +0,05*
Acido a-linolénico (18:3, n-3) 0,07 + 0,05° 0,30 £ 0,02° 0,08 + 0,04° 0,32 + 0,03* 0,06 +0,01°> 0,32 + 0,03
Total 1,05 + 0,05¢ 4,57 £ 0,04* 1,81 + 0,03° 4,37 £ 0,07° 0,88 + 0,08¢ 4,70 + 0,06*
Relagdo n-6/n-3 14,67 + 0,05° 14,09 + 0,09 21,66 + 0,08° 12,54 + 0,07 14,44 + 0,07° 13,83 + 0,07"
Relacdo AGPI/AGS 0,88 + 0,06" 0,83 + 0,04° 1,24 + 0,06* 0,90 + 0,08° 1,17 £ 0,09 1,09 + 0,06°

Medidas na linha seguidas de letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As andlises sdo expressas em base de matéria seca.
DP: Desvio-padrio da média.

As andlises foram realizadas em duplicata, utilizando-se a homogeneizagio de 10 amostras aleatorizadas de cada tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3, estio descritos os resultados das
analises fisico-quimicas da carne dos frangos submetidos
aos tratamentos experimentais.

A carne dos frangos alimentados com ragao
referéncia obteve maior quantidade de cinzas que aqueles
tratados com 10% de radicula de malte. Em relacdo ao
extrato etéreo, observa-se que a ragao contendo 20% de
radicula de malte foi a que obteve menor quantidade de
lipidios, em ambos os cortes (p < 0,05). Alguns autores
sugerem que a quantidade de gordura mais baixa em
frangos alimentados com gorduras poli-insaturadas,
comparada com aqueles alimentados com gorduras
saturadas (Tabela 2), pode ser explicada por uma
taxa aumentada no catabolismo lipidico e por uma
diminuigdo da sintese de AG", o que foi verificado neste
estudo. Contudo, a modificagdo na composicio de AG
da gordura intramuscular parece ser mais limitada,
o que pode ser explicado pelo fato desses AG serem
utilizados, principalmente, como componentes de
membranas celulares, sendo que a célula tem de manter

suas caracteristicas fisicas para assegurar a fluéncia e a
permeabilidade, que possuem combinagdes diferentes®.

As avaliacoes de umidade e proteina bruta
nao apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (p > 0,05), nos dois cortes carneos avaliados.

Valores superiores de lipidios e proteinas no
peito e coxa foram relatados por Van Heerden et al.*, que
estudaram a composi¢cdo quimica de frangos vendidos
no comércio da Africa do Sul. Em relagdo aos teores de
cinzas, os autores informam valores inferiores no peito
e semelhantes na coxa aqueles verificados no presente
estudo.

Na Tabela 4, verifica-se o perfil de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados do peito e
coxa/sobrecoxa dos frangos submetidos aos tratamentos
com e sem radicula de malte.

Verifica-se que a carne da coxa/sobrecoxa do
tratamento de controle apresentou o maior teor de
acido graxo miristico (p < 0,05), seguido pelas amostras
contendo 10% e 20% de radicula, o que esta de acordo
com a quantidade de AG miristico encontrado na ragao
oferecida aos animais (Tabela 2). O acido graxo palmitico
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apresentou maior teor na carne da coxa/sobrecoxa do
tratamento de controle, seguido da amostra contendo
10% de radicula, e a menor quantidade (p < 0,05) foi
verificada na por¢ao do peito dos frangos alimentados
com 20% de radicula. Quantidades superiores de acido
graxo estedrico foram verificadas nas porgoes de coxa/
sobrecoxa das amostras de controle e com 20% de
radicula de malte.

Constata-se, também, que a ragdo de controle
proporcionou maior teor total de AGS nos cortes carneos,
diminuindo conforme se aumentou a adi¢do de radicula
de malte nas ragoes. Ressalta-se que as quantidades mais
elevadas de AGS foram encontradas nas por¢oes de coxa/
sobrecoxa, sendo consideradas de qualidade inferior para
consumo. Apesar disso, Grande* explica que os acidos
graxos com comprimento de cadeia variando de 4 a
10 atomos de carbono ndo sdo capazes de aumentar o
colesterol sérico. Porém, os acidos graxos laurico e miristico
sao considerados hiperlipidémicos para a satde humana®.

Conforme se observa na Tabela 2, o teor de 4acidos
graxos palmitico e estearico das trés ragdes sao muito
semelhantes, o que demonstra haver, provavelmente,
outras interferéncias para deposi¢ao desses dcidos graxos
nos tecidos dos animais além da quantidade presente na
racao.

Em todas as avaliagdes de acidos graxos AGMI,
é possivel verificar que as por¢des da coxa/sobrecoxa dos
trés tratamentos apresentaram os teores mais elevados,
principalmente nas amostras de controle. Ja, as maiores
reducdes ocorreram na carne do peito das amostras
contendo 20% de radicula de malte. Resultados superiores
na carne da coxa e inferiores no peito, em relagdo a
composicao de acido graxo palmitoleico e oleico, foram
verificados por Souza et al.'’, que analisaram carne
de frango assada. Os autores relataram também que o
principal AGMI foi o oleico, sendo encontrado em maior
quantidade na coxa, corroborando com os resultados deste
estudo. Valores superiores de acido graxo palmitoleico e
oleico, tanto na carne do peito como na coxa/sobrecoxa,
foram relatados também por Van Heerden et al.™.

De forma semelhante, maiores teores de AGPI
foram verificados na carne da coxa/sobrecoxa dos trés
tratamentos. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre os tratamentos para o AG a-linolénico, avaliando-
se os cortes individualmente. Esses resultados sdo
benéficos, uma vez que um aumento no teor de AGPI
pode aumentar a suscetibilidade da oxidagao lipidica na
carne.’
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Diferencas no perfil dos AG dos tecidos podem
seratribuidas as distintas fung¢des desses compostos nestes
locais ou por seu diferente conteudo de fosfolipidios.
Os AGPI sao, preferencialmente, incorporados em
fosfolipidios que estio em uma propor¢do mais alta
no peito que nos musculos da coxa'. Porém, apenas a
adigao de 10% de radicula de malte a ragdo proporcionou
o aumento do total de AGPI na carne do peito desses
animais, e o acréscimo de 20% de radicula reduziu o teor
desses acidos graxos, mostrando que, possivelmente,
ha outros mecanismos que interferem na incorporagio
desses compostos nos tecidos do organismo. Nao houve
diferenca estatistica (p > 0,05) entre as por¢des de coxa/
sobrecoxa dos trés tratamentos.

Alguns trabalhos avaliando as relagdes entre
familias diferentes de AGS, AGMI e AGPI mostraram
que o teor de AGPI nos tecidos de frangos dependem
mais da variagdo dietética do conteudo de AG do que da
quantidade de AGS e AGMI nos tecidos®.

Em relacio a razio de AG n-6/n-3, o maior
resultado foi encontrado nos animais alimentados
com 10% de radicula de malte, no peito, considerada
de qualidade nutricional inferior. O menor valor foi
encontrado na por¢ao da coxa/sobrecoxa das amostras
com 10% de radicula. Apesar disso, todos os tratamentos
apresentaram-se bem acima do recomendado para a dieta
humana, que é de 5:1 a 10:1'%, implicando a necessidade
de compensar essa deficiéncia com o consumo de outros
alimentos ricos em n-3.

A relagio AGPI/AGS foi maior na carne do
peito de ambos os tratamentos contendo radicula de
malte, considerados de melhor qualidade para a saude
humana'®.

Dados contrarios ao presente estudo foram
relatados por Souza et al.'®e Van Heerden et al.", que
verificaram, para os acidos graxos C18:2 n-6 e C18:3
n-3 e na relagio AGPI/AGS, valores inferiores no peito
e superiores na coxa/sobrecoxa sem pele. Entretanto,
referiram que o dcido graxo linoleico apareceu em maior
quantidade, sendo superior na coxa, o que também se
verificou nesta pesquisa.

CONCLUSAO

A adigio de 20% de radicula de malte
proporcionou uma redugido no teor de lipidios e de AGS
tanto na carne do peito quanto na coxa/sobrecoxa dos
frangos, sendo mais benéfica para o consumo humano.
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Entretanto, promoveu menor acumulo no total de
AGMI e AGPI na porgio do peito, demonstrando-se de
qualidade nutricional inferior.

O nivel de adi¢do de 10% de radicula de malte
nas ragoes dos frangos foi o mais eficiente para elevar
o teor total de AGPI na carne do peito, sendo o mais
favoravel nutricionalmente, porém apresentou razdo
n-6/n-3 muito superior aquela recomendada para a dieta
humana.
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RESUMO

O presente estudo descreve um método voltamétrico simples e sensivel para a determinagdo de As (III)
e As (V), em pg.L". As (III) é determinado pela analise direta, e As (V) é convertido em As (IIT) por uma
solugdo de redugdo. A nova concentragdo de As (III) representa a concentragao de As inorgénico total
na amostra em analise. As (V) foi determinado pela subtracdo do As inorgénico total e do As (III). Os
limites de quantificagdo e detecgdo de As (III) foram, respectivamente, 0,22 e 0,08 pg.L" para o tempo de
deposicdo de 180 s; a faixa linear foi de 1 a 5 pg.L" e desvio-padrio (n = 10) de 5%, em potencial de -0,68
V. A precisio foi verificada por meio de teste de recuperagiao em amostras fortificadas [de 98,2% para As
(IIT) e de 96,4% para As (V)]. Estes resultados foram comparados com a andlise feita por espectrometria de
absor¢do atdmica com geracdo de hidreto. O método voltamétrico foi aplicado na especiagdo do arsénio
em amostras de sucos de uva contendo concentragoes de 51 a 71 pg.L™' de As (III) e 34 a 60 pg.L'de As
(V).

Palavras-chave. especia¢éo de arsénio, suco de uva, voltametria de redissolu¢éo catddica.

ABSTRACT

This study describes a simple and sensitive voltammetric method for determining As (IIT) and As (V)
concentrations in pg.L™. Electroactive As (III) is evaluated by direct analysis. As (V) is converted into
As (III) using reduction solution; the new As (III) concentration, represents the total inorganic As in the
analyzed sample. As (III) and total inorganic As determination showed a work potential peak at -0.68 V;
As (V) concentration was determined by subtraction [total inorganic As — As (III)]. Quantification and
detection limits for As (III) were 0.22 and 0.08 ug.L", respectively, for a deposition time of 180 s with the
linear range from 1 to 5 ug.L"'. Standard deviation for 1 to 5 pg.L"! arsenic concentration (n = 10) was 5%.
The methodology was successfully applied for identifying and quantifying the inorganic arsenic in grape
juices; and the accuracy was assessed by a recovery test on spiked samples, being 98.2% for As (III) and
96.4% for As (V). These results were compared with those from hydride generation atomic absorption
spectrometry analyses. The grape juice samples analyzed by voltammetric technique showed As (III) and
As (V) concentrations ranging 51-71 ug.L! and 34-60 ug.L, respectively.

Keywords. arsenic speciation, grape juice, cathodic stripping voltammetry.
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INTRODUCTION

Arsenic is an element with toxic properties,
which has been known for centuries!, and this specie
exists in the nature under varied chemical forms* with
different biological properties and toxicity. The inorganic
forms of arsenic (arsenite and arsenate) are the major
elements responsible for the carcinogenic effect; and these
inorganic forms are reported to be hundreds times more
toxic than the organic arsenic compounds. Inorganic
arsenic induces skin cancer by arsenic ingestion’, and the
lung cancer is caused by respiratory exposure®.

Duetothe occurrence ofarsenicin the environment
under different oxidation states [As (V), As (III), As (0),
and As (-III)], and the fact of the inorganic forms being
the mostly dangerous for the heath than the organic forms,
the speciation of arsenic has been gaining increasing
importance. The As (III) has being reported to be 25-60
times more toxic than As (V)>. Arsenic has been found in
water samples, and in foods and beverages as well*S.

Thebentonite,avolcanic clay, isatechnological aid
widely used for removing or reducing the concentration
of undesirable constituents from grape juice, wine and
vinegar. Remarkably, it aids by removing proteins; thus, it
reduces the risk of protein hazards in those beverages, also
it favors the filtration process, decreases the fermentation
time, and it preserves the taste and smell. The protein
occurrence could impair the product acceptance by the
consumer. However, the bentonite contains arsenic as a
contaminant”®.

Hydride generation (HG) coupled to atomic
absorption spectrometry (AAS) has been used for
determining the total arsenic in orange juice, water, beer
and foods’.

This study aimed at investigating the presence
of inorganic arsenic, As (III) and As (V), in grape juice
samples. The arsenic contents were determined by
means of cathodic stripping voltammetry at hanging
mercury drop electrode (HMDE). In general, the
electrochemical methods are employed for determining
the arsenic speciation at low concentration, moreover
this methodology is simple and of low cost.

MATERIALS AND METHODS

Instrumentation
The voltammetric system - Metrohm Model
757VA Computrace - in the differential pulse cathodic

strippingvoltammetry (DPCSV)wasused for determining
As contents in grape juices samples. Conventional three
measuring cell electrodes were employed: the hanging
mercury dropping electrode as working electrode, the
Ag/AgCl, KCI (3 mol 1) as reference electrode, and the
platinum wire as auxiliary electrode.

All of the used flasks and pipettes were calibrated
before performing the analyses.

Solutions and Reagents

All of the used chemical substances and elements
were of the available highest purity and being at least
of analytical reagent grade; and Milli-Q processed
water (Millipore Corporation, Molsheim, France) was
employed for preparing the conditioning solutions.

Standard solution of 1000 mg.L*' As (III) was
prepared by dissolving 0.1320 g As,O, (Sigma, 96.7%
purity) in 1 mL of 25% NaOH (Merck), and immediately
acidified with 2 mL of concentrated HCl and diluted to 100
mL with ultrapure water. A 50 pug.L"! work solution of As
(IIT) was prepared daily by diluting the standard solution.

The As (V) standard stock solution (1,000 mg.L™")
was prepared by diluting the standard titrisol arsenic of
H,AsO, (Merck, Darmstadt, Germany) (1,000 + 0.002
g As) to 1,000 mL with ultrapure water containing
300 pug.L' As (V), which was prepared by diluting the
standard reference solution.

The supporting electrolyte was the 0.4 mole.L"
HCI solution (Merck), Cu (II) solution containing 5
mg.L! which was prepared by diluting Cu (II) standard
stock solution (1,000 mg.L' Cu) (Merck, Darmstadt,
Germany), and 0.004 mg.L" Se (IV) solution was diluted
from 1,000 mg.L"' Se standard stock solution (Merck,
Darmstadt, Germany).

The chemical reducing agent for determining the
total arsenic was prepared by dissolving 1.4 g bisulfite
sodium (Sigma, Steinheim, Germany) in 10 mL of
water and 5 mL of 10% (v/v) H,SO, (Merck, Darmstadt,
Germany), and the other solution was set by dissolving
0.14 g of thiosulfate sodium (Merck, Darmstadt,
Germany) in 10 mL of water. The second solution was
added to the first one and the mixture was filled up to 50
mL in a volumetric flask.

Method

The principle of arsenic speciation using DPCSV
is to determine firstly the electroactive As (III) species and
then to convert sequentially the other inorganic As species
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into As (III) species for performing the measurement. As
(V) is usually reduced to As (IIT) by means of a chemical
reducing agent such as thiosulfate and bisulfite, according
to Ferreira and Barros'®. The methodology proposed
for determining As (III) and As (V) is based on the
determination of As (III), followed by As (V) reduction to
As (III), and then the total inorganic arsenic is analyzed.
The As (V) is quantified by the difference between the
total inorganic arsenic and the As (III) contents.

In spite of arsenic being an electroactive specie
that can be measured by cathodic stripping voltammetry,
this specie should not be deposited directly onto the
mercury electrode. In this study, As (III) reacted with Se
(IV) and Cu (II), resulting in an inter-metallic compound
(Cu,As Se); this might deposited onto the HMDE! and
then stripped in the cathodic scan, improving the peak
shape and enhancing the sensitivity.

The analytical curve (five points) was built by
subsequent addition of 0.2 mL of 50 ug.L' As (III)
standard solution into the electrochemical cell containing
10 mL of supporting electrolyte. All measurements were
performed in triplicate.

DPCSV measurements were carried out by
using stirred deposition at a potential of -0.4 V, and the
deposition time was of 180 s. After the 20 s equilibration
time, the potential was scanned from -0.60 to -0.80 V
with sweep rate of 25 mV s and amplitude of 50 mV.

The solutions were deaerated with nitrogen
for four minutes before conducting the voltammetric
measurements for preventing the interference of
dissolved oxygen in the solutions; and at this stage it was
needed to reduce As (V) to As (III) for determining the
total inorganic arsenic.

For conducting the total inorganic arsenic
determination, the samples were added into the
voltammetric cell containing 10 mL of supporting
electrolyte and 0.2 mL of chemical reducing agent
(sodium bisulfite and sodium thiosulfate).

Validation

The methodology was validated following the
pertinent recommendations established in the official
guide . The evaluated parameters were: selectivity,
linearity (working range), detection and quantification limits,
precision (intra-day and inter-day) and accuracy (recovery).

The matrix interference was assessed by comparing
the analyte peak currents in ten samples that were fortified
with 60 pg.L'As (III), ten samples fortified with 60
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pg.L' As (V), and the peak currents of standard solutions
at the same concentration prepared with pure water.

Linearity was determined by employing the least-
squares regression. Acceptable linearity was achieved
when the coeflicient of determination was at least 0.999.

The limits of detection (LOD) and of quantification
(LOQ) were calculated as (3.3 6/S) and (10 6/S), respectively,
where o is the standard deviation of the intercepts and S
is the slope of the calibration curve. Subsequently, the
LOQ was validated by analyzing ten samples with known
quantification limit. Both LOD and LOQ values confirm
the sensitivity of the proposed methodology*.

Precision (intra-day and inter-day), accuracy
(recovery) and matrix interference were examined
through the methodology analytical range with low-,
medium, and high-concentration (30, 60 and 90 ug 1) of
As (IIT) and As (V) standard solutions.

Intra-day precision was computed by quantifying
seven replicates of each As (IIT) and As (V) concentrations of
two validation days, and calculating the percentage of relative
standard deviation (%RSD) for that day; and the highest
%RSD was reported. Inter-day precision was calculated
by using the variance analysis with F-Test for determining
whether a statistically significant difference was occurred in
the concentrations which were calculated at each day.

Recovery was calculated from the mean
concentration of seven replicates compared to the
nominal concentration.

Interference study

Interference caused by substances commonly
detected in grape juice, as Pb (II), Cu (II), Zn (II) and Cd
(II), were investigated. The DPCSV response to a grape
juice solution containing 100 pg.L" As (IIT or V) and
different levels of Pb (II), Cu (II), Zn (II) and Cd (II) up
to 50 pg.L! was surveyed.

Sample collection

Twelve different brands of commercially available
grape juice (S-1 to S-12 samples), collected from Rio de
Janeiro (Brazil) were analyzed.

Sample analysis

The grape juice samples were analyzed, after
performing the methodology validation.

For determining As (II) in grape juices, 0.5 mL
of sample and 10 mL of electrolyte were added into the
electrochemical cell. The total inorganic As was determined
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by adding 10 mL of supporting electrolyte, 0.5 mL of sample
and 0.2 mL of chemical reducing agent into this cell.

The S-1 sample was analyzed by means of hydride
generation atomic absorption spectrometry (HG-AAS),
and the detected results were compared with those found
in the differential pulse cathodic stripping voltammetry
using F-test.

RESULTS AND DISCUSSION

The determinations of As (III) and total inorganic
showed a work potential peak in at -0.68 V.

The methodology was validated for linearity
(working range), detection and quantification limits,
matrix interference, precision (intra-day and inter-day)
and accuracy (recovery).

The working range was from 1 to 5 pg.L" (y (nA) =
7.775x (ug.L™') - 0.221) and r-value of 0.9999. The relative
standard deviation of analytical curve for all arsenic
concentration (n = 10) was approximately 5% (Figure 1).
The calculated LOD and LOQ for As (III) were 0.08 ug.L™
and 0.22 pug.L!, respectively. The LOQ was subsequently
validated by analyzing ten samples with known contents
and at the quantification limit; and the recovery was
of 9545 + 1.78%. In the course of the methodology
processing, the matrix interference was assessed in samples
fortified with As (III) and As (V) standard solutions. No
interference of matrix that could affect on the As (III) and
total inorganic arsenic quantification was noted. Intra-day
and inter-day precisions were evaluated by calculating the
%RSD of seven determinations of As (IIT) and As (V) at
each concentration (30, 60, and 90 pg 1) in grape juice
samples; and the precisions were less than 1.7 and 1.6%,
respectively. Intra-day and inter-day recoveries, which
were assessed by calculating the estimated concentrations
as a percent of the nominal concentrations, showed as

better than 94.3% and 96.0%, respectively (Table 1). The
interference caused by Pb (II), Cu (II), Zn (II) and Cd (II),
which commonly occur in grape juice, was minimal and
the concentrations were below 50 ug.L". The accuracy was
investigated by using a recovery test in spiked samples.
For this purpose, 0.2 mL of 50 ug L™ As (III) were added
into all of samples. The recovery was better than 96.5% for
As (I11), 94.2% for As (V) (Table 2), and 99.7% for total As
in S-1 sample by means of HG-AAS. The F-test was used
for comparing the results from S-1 sample when analyzed
by both methodologies (DPCSV and HG-AAS), and no
statistically significant difference was found.

Current (A)
N8 4
A

8

Figure 1. Voltammograms of increasing concentrations of As (III)
[0.4 mole.L" HCl in the presence of 5 mg.L"! Cu (II) and 0.004 mg.L"!
Se (IV) as supporting electrolyte, 50 mV amplitude, 25 mV s sweep
rate]. As (IIT) concentrations: (a) 1 pug.L*, (b) 2 ug.L?%, (c) 3 ug.L, (d)
4 pg.L?, (e) 5ugL?

The analytical curve shown in Figure 1 was used
for analyzing the data from 12 samples of grape juice of
different brands assessed by differential pulse cathodic
stripping voltammetry. The concentration ranges for As
(IIT) and As (V) were of 51-71 pg.L" and 34-60 pg.L",
respectively, in an average of seven determinations. All
of the samples analyzed in the present study showed

Table 1. Intra-day and inter-day precision and recovery for As (III) and As (V) in grape juice samples

Inorganic Concentration Intra day Inter day
arsenic (ug.Lh)®? Found Precision Recovery Found Precision Recovery
(ug.L?)  %RSD (%) (ug.L?) %RSD (%)
30 29.4 1.6 98.0 29.8 1.6 99.3
As (IIT) 60 59.6 1.2 99.3 60.3 1.3 100.5
90 88.9 1.3 98.8 89.2 1.1 99.1
30 28.3 1.7 94.3 28.8 1.6 96.0
As (V) 60 58.4 1.4 97.3 59.1 1.3 98.5
90 90.2 1.6 100.2 90.1 1.4 100.1

*number of replications (n = 7).
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to be satisfactorily safe, being in compliance with the
Brazilian legislation - Instructive Norm no. 18, July 28,
2004 - Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply. This norm establishes a limit of 200 mg.L" of
total inorganic arsenic as the maximum concentration
allowed in beverages. The samples containing arsenic
concentration lower than the detection limit were those
based on soybean, and it could be linked to the grape juice
clarification step before being bottled, because this step is
not carried out for this product fabrication (Table 2).

Table 2. Concentrations (ug.L") and recovery (%) found for As (III) e
As (V) in grape juice samples by DPCSV

As (III)® As (V)®
Samples - -
pg.L' (S.D.) Recovery (%) pg.L’(S.D.) Recovery (%)

S-1 71.0 (1.8) 97.8 49.9 (2.2) 954
S-2 66.8 (2.3) 96.5 34.4 (2.6) 96.8
S-3 61.2 (1.9) 98.8 45.9 (2.2) 95.8
S-4 <0.08 - <0.08 -
S-5 67.5 (1.4) 97.2 58.7 (1.8) 96.3
S-6 69.3 (2.0) 97.6 47.5 (2.3) 96.6
S-7 63.9 (2.1) 98.9 54,2 (1.4) 97.2
S-8 57.2(1.2) 99.4 36.7 (1.7) 97.7
S-9 50.9 (1.9) 98.6 42.9(2.2) 95.9
S-10 66.3 (1.7) 98.2 60.1 (1.9) 94.2
S-11 69.7 (2.3) 99.0 46.6 (1.9) 96.6
S-12 <0.08 - <0.08 -

"number of determinations (n = 7).
CONCLUSION

The voltammetric methodology showed a
favorable outcome for identifying and quantifying the
inorganic arsenics contents, As (III) and As (V), in grape
juices. Grape juice samples were analyzed by means of
differential pulse cathodic stripping voltammetry, and the
As (ITI) and As (V) concentrations ranged 51-71 ug.L* and
34-60 pg.L?, respectively. These results were compared
with those from hydride generation atomic absorption
spectrometry analyses. All of the samples analyzed in the
present study showed to be safe, being in compliance with
the Brazilian legislation — Instructive Norm no. 18, July
28,2004 - the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock
and Supply. This legislation establishes the maximum
concentration of 200 mg.L" of total inorganic arsenic, as
being the limit permitted for beverages.

The significant advantage of using this
methodology for determining the arsenic contents is the
fact of performing the effective and sequential analyses of
both arsenic species.
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RESUMO

No presente trabalho, foi procedida a producdo de barras de cereais adicionadas de erva-mate, e as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais foram avaliadas a fim de viabilizar uma nova alternativa de
aproveitamento tecnoldgico dessa matéria-prima. Foram elaboradas quatro formulagdes de barras
de cereais, adicionando-se 0%, 5%, 10% e 20% de erva-mate em p6 do tipo chimarrao, as quais foram
submetidas as anélises fisico-quimicas para efetuar a determinagio dos teores de umidade, cinzas,
proteinas, lipideos e carboidratos, e das caracteristicas sensoriais de aceitacdo dos atributos referentes a
aparéncia, sabor, textura, impressdo global e intengdo de compra. As barras de cereais adicionadas de 5%
e 10% de erva-mate apresentaram indices de aceitabilidade de aproximadamente 70%. A formulagdo com
10% de erva-mate resultou em 9,13% de proteinas e 8,77% de lipideos, cujos valores foram superiores
e inferiores, respectivamente, aos dos detectados nas barras de cereais comercializadas na regido. Esses
produtos mais saudaveis, de maior valor nutricional e de menor teor de gordura atendem as exigéncias do
atual mercado consumidor. Os resultados obtidos neste estudo comprovam a viabilidade de uso da erva-
mate no desenvolvimento de novos produtos alimenticios.

Palavras-chave. barras de cereais, erva-mate, caracteristicas fisico-quimicas, analise sensorial.

ABSTRACT

In the present study yerba mate-added cereal bars were produced, and their physicochemical and sensory
characteristics were evaluated in order to assess the feasibility of this raw material as a new alternative
for technological use. Four formulations of cereal bars were prepared, adding 0%, 5%, 10% and 20% of
“chimarrao” yerba mate, which were analyzed on physicochemical aspects by determining moisture, ash,
proteins, lipids and carbohydrates; and the characteristics of sensory acceptance of appearance, flavor,
texture, overall impression attributes, and the purchase intention were investigated. The cereal bars
containing 5% and 10% of yerba mate showed acceptability of approximately 70%. The formulation with
10% of yerba mate resulted in 9.13% of protein and 8.77% of lipids, and these values were higher and
lower, respectively, than those found in the cereal bars marketed in the region. These healthy products
containing higher nutritional value and lower fat contents comply with the requirements of the current
consumer market. The formulations prepared and analyzed in this study show the feasibility of the use of
yerba mate in the development of new food products.

Keywords. cereal bars, yerba mate, physicochemical characteristics, sensory analysis.
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INTRODUCAO

Os consumidores estdo atentos as caracteristicas
dos alimentos, preferindo produtos de facil consumo
que, além de suprir suas necessidades nutricionais,
contribuam para melhor qualidade de vida e bem-estar
fisico. Assim, as barras de cereais, associadas a produtos
sauddveis, conquistaram seu espa¢o no mercado,
exigindo das industrias a busca por novos ingredientes e
formulagdes a fim de diversificar a variedade de sabores e
desenvolver produtos com caracteristicas fisico-quimicas
e nutricionais capazes de propiciar beneficios a satde'.

As barras de cereais representam uma alternativa
de complemento alimentar para o organismo humano,
sendo fonte de fibras, proteinas, carboidratos, vitaminas,
sais minerais, aminodcidos, acidos graxos essenciais e
antioxidantes, caracterizando-se como uma forma pratica
e conveniente de ingerir nutrientes. Normalmente sao
adicionadas dos seguintes ingredientes: aveia, flocos de
arroz e de milho, granola, frutas desidratadas, sementes
comestiveis, mel, xarope de glicose e gordura ou dleo
vegetal'”’.

A erva-mate (Ilex paraguariensis St Hill.) é
uma planta origindria da Ameérica do Sul, consumida
habitualmente na Argentina, no Paraguai, no Uruguai e
no Brasil. Representa uma das espécies arbdreas naturais
de maior importancia socioeconomica e cultural para o
sul do Brasil, abrangendo principalmente Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul®. E um produto natural,
composto de diversas substancias organicas bioativas
oriundas de extratos aquosos ou organicos da erva-
mate, com propriedades antioxidantes, estimulantes,
diuréticas, anti-inflamatdrias, antirreumadticas, entre
outras’!!. Estudos mostram que a erva-mate beneficiada
em po é uma importante fonte de fibra alimentar, minerais
essenciais e vitaminas'>'¢. Essas caracteristicas fisioldgicas,
medicinais e nutritivas conferem a erva-mate potencial de
aproveitamento na elaboragao de diferentes alimentos'’.

Apesar disso, atualmente, hd poucos produtos
com erva-mate disponiveis no mercado, e os mais
conhecidos e tradicionais sdo destinados para o consumo
na forma de chimarrao, chd mate e tereré. Portanto, a
busca de alternativas de uso e aplicacdo industrial dessa
matéria-prima, por meio do desenvolvimento de novos
produtos alimenticios, visa a valorizagdo dessa cultura e a
amplia¢do de seu mercado pela diversifica¢ao dos produtos
oferecidos”. Poucos trabalhos descritos na literatura
apresentam a elaboracdo e a avaliagdo da qualidade de
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produtos derivados da erva-mate. Berté et al.”’, Mello et
al.'®® e Campos et al.”” desenvolveram, respectivamente,
gelatina funcional, bebida gaseificada e salame utilizando
extrato de erva-mate como ingrediente alternativo.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais de barras de cereais adicionadas de erva-mate, a
fim de viabilizar uma nova alternativa de aproveitamento
tecnologico dessa matéria-prima.

MATERIAL E METODOS

Formulagao e elabora¢iao das barras de cereais

A erva-mate (Ilex paraguariensis St Hill.) em po,
tipo chimarrdo, foi fornecida pela Empresa Ervateira
Valério Ltda., localizada na cidade de Arvorezinha-RS,
Brasil. Os demais ingredientes para a elabora¢io das
barras de cereais foram adquiridos no comércio local da
cidade de Lajeado-RS, Brasil.

A elaboracéo das barras de cereais foi realizada no
Laboratério de Técnica Dietética, do Curso de Nutri¢do
da Univates. Apds uma sequéncia de testes preliminares,
visando a encontrar a propor¢do mais adequada dos
ingredientes para se obter uma barra com boa consisténcia,
chegou-se a uma formulagdo de barra de cereais tradicional
sem adi¢cdo de erva-mate, denominada Formulacio A,
utilizando como ingredientes castanha de caju granulada,
flocos de arroz, coco ralado, aveia em flocos, mel, agua,
oleo de soja, uva-passa, suco de limao e glicose de milho
(Tabela 1). A partir da Formulagdo A, foram elaboradas trés
formulagoes (B, C e D) com adigao de erva-mate em po tipo
chimarrao nas concentracdes de 5%, 10% e 20% (m/m),
respectivamente. Em cada uma dessas trés preparacoes,
retirou-se parte dos ingredientes: aveia em flocos, coco
ralado e d4gua, mantendo a quantidade total de 200 g.

Tabela 1. Formulagdes das barras de cereais elaboradas

. Formulacao
Ingredientes (g) A B C D
Aveia em flocos 32 27 22 10
Castanha de caju granulada 20 20 20 20
Coco ralado 20 15 10 5
Flocos de arroz 18 18 18 18
Uva-passa 14 14 14 14
Erva-mate - 10 20 40
Glicose de milho 40 40 40 40
Mel 28 28 28 28
Agua 18 18 18 15
Oleo de soja 6 6 6 6
Suco de liméo 4 4 4 4
Total 200 200 200 200
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Para a elaboracdo das barras de cereais,
primeiramente, todos os ingredientes foram pesados
em balanca eletronica digital (modelo US 20/2, marca
Urano). Apds a pesagem, os ingredientes secos (aveia em
flocos, castanha de caju granulada, coco ralado, flocos de
arroz e uva-passa) foram misturados manualmente. A
seguir, os ingredientes agua, glicose de milho, mel, dleo
de soja e suco de limao foram submetidos a aquecimento
por 5 minutos a 95 °C, em fogdo a gas (modelo industrial,
marca Prodinox), para preparacgdo da calda. Em seguida,
misturaram-se os ingredientes secos na calda. Logo apos,
colocou-se a mistura em uma forma de aco inoxidavel
e modelou-se, em torno de vinte vezes, com auxilio
de um rolo de silicone, até obter uma massa lisa com
aproximadamente 1 cm de espessura. As preparagdes
foram mantidas a temperatura ambiente para resfriar
e, em seguida, cortadas em pedagos de 10 cm X 3 cm,
embaladas em filme de polietileno, e armazenadas a
temperatura ambiente até o momento das analises fisico-
quimicas e sensoriais, ndo ultrapassando 48 horas.

Andlises fisico-quimicas das barras de cereais

As caracteristicas fisico-quimicas das barras
de cereais foram determinadas pelos seguintes
procedimentos: umidade em estufa a 105 °C até peso
constante, cinzas por incineragdo a 550 °C, lipideos
pelo método de extragdo direta por solvente (método
de Soxleht), e proteina pela determinagdo do teor de
nitrogénio total pelo Método de Kjeldahl e conversao em
proteina bruta pelo fator 6,25, conforme metodologias
do Instituto Adolfo Lutz*. O teor de carboidratos totais
foi determinado pelo calculo da diferenca entre 100 g de
amostra e a somatdria dos valores encontrados para os
componentes citados. O valor energético em 100 g de
barra de cereais foi calculado pela soma dos resultados
da multiplicagdo das porcentagens de proteinas,
carboidratos e lipideos pelos seus respectivos fatores
de conversio (4, 4 e 9 kcal/g)*'. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Analise sensorial das barras de cereais

A avaliagdo sensorial dos produtos foi realizada
por 50 provadores ndo treinados, recrutados entre os
estudantes da Univates, sendo 2 homens e 48 mulheres,
com idade entre 18 e 50 anos. A analise foi realizada
em cabines individuais sob luz branca e a temperatura
ambiente, com as amostras dispostas em pires brancos de
porcelana e servidas em bandejas de aco inoxidavel. As

amostras, em por¢des padronizadas (aproximadamente 4
g), foram codificadas com nimeros aleatorios de 3 digitos
e apresentadas aos provadores de forma balanceada e
aleatorizada. Junto com as amostras, foram entregues
agua mineral & temperatura ambiente para limpeza do
palato e a ficha do teste contendo uma escala heddnica
estruturada em nove pontos, variando de 1 “desgostei
muitissimo” a 9 “gostei muitissimo”?. A analise sensorial,
por meio do teste de aceitagdo, avaliou a preferéncia
em relacdo aos atributos aparéncia, sabor, textura e
impressao global do produto. Para avaliar a intengao de
compra, utilizou-se a escala de cinco pontos, variando de
1 “certamente nao compraria” a 5 “certamente compraria’.
Para determinar a aceitabilidade dos produtos, foram
calculados a frequéncia relativa das notas atribuidas
pelos provadores na avaliagdo sensorial dos diferentes
atributos e o Indice de Aceitabilidade (IA) das amostras
de barras de cereais, conforme Dessimoni-Pinto et al.° e
Peuckert et al.”.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (COEP) da Univates sob o registro
numero n. 149/10.

Analise estatistica

Inicialmente, os resultados fisico-quimicos e
sensoriais foram submetidos ao teste de Levene para
calculo da homogeneidade das variancias entre os
tratamentos.

Depois, para determinar a existéncia de
diferenca estatistica entre as amostras, os resultados
foram submetidos a analise de variancia univariada e foi
verificada a significAncia dos modelos pelo teste E Na
analise sensorial, o p-valor foi maior que 0,05 para os
provadores em todos os atributos avaliados. Nos modelos
significativos em relagdo as amostras, as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de significancia. Os calculos estatisticos foram efetuados
utilizando o software Statistica® versao 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, estio apresentados os valores
médios das analises fisico-quimicas das barras de cereais
elaboradas sem e com a adi¢do de erva-mate.

Os valores de umidade nas barras variaram entre
4,34% e 6,01%. A substituicao parcial da aveia em flocos
e do coco ralado pela erva-mate resultou no aumento do
conteudo de umidade das barras de cereais formuladas.

107



Chiesa L, Schlabitz C, Souza CFV. Efeito da adigdo de erva-mate nas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas de barras de cereais.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(1):105-10.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das barras de cereais elaboradas sem e com a adi¢do de erva-mate

Analise A B Eormulacio C D p (Levene)
Umidade (%) 4,34 + 0,20°¢ 5,37 £0,11° 5,56 + 0,05% 6,01 + 0,25* 0,405
Cinzas (%) 1,19 + 0,04¢ 1,36 £ 0,11°¢ 1,63 + 0,04° 1,94 + 0,05* 0,731
Proteinas (%) 9,66 + 0,10° 8,19 +0,21¢ 9,13 +0,12° 8,14 + 0,27¢ 0,642
Lipideos (%) 17,95 + 0,16* 12,77 +0,21° 8,77 = 0,38¢ 8,14 + 0,07¢ 0,367
Carboidratos (%) 66,86 + 0,31¢ 72,31 £ 0,20¢ 74,91 + 0,41° 75,77 £0,23* 0,553
Valor calérico (kcal/100 g) 467,63 + 1,49* 436,97 + 1,04° 415,09 £ 2,21°¢ 408,86 + 0,854 0,681

Formulagdo A = 0% de erva-mate; Formulagdo B = 5% de erva-mate; Formulagdo C = 10% de erva-mate; Formulagdo D = 20% de erva-mate

Resultados expressos em base umida

Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05), conforme resultado do teste de Tukey.

Os resultados de umidade obtidos sdo inferiores aos
valores entre 7,6% e 13,9% encontrados por Brito et al.?
para uma formulacdo de barra de cereais caseira, por
Gutkoski et al.* para barras de cereais a base de aveia
com alto teor de fibra alimentar, e por Bau et al.! para
uma formula¢do de barra de cereais com elevado teor
proteico. Provavelmente, essas diferencas nos teores de
umidade sdao consequéncia dos diferentes ingredientes
usados nas respectivas formulagoes. O teor de umidade
influencia na estabilidade e nas caracteristicas sensoriais
das barras de cereais. Altas concentragcbes de umidade
favorecem a multiplicacio de micro-organismos e as
reacdes de deterioracdo, além de reduzir a crocancia do
produto®.

Analisando os resultados obtidos nas
determinag¢des de cinzas das quatro formulagdes,
observaram-se valores entre 1,19% a 1,94%, e com o
aumento da quantidade de erva-mate adicionada nas
barras formuladas ocorreu elevagido no teor de cinzas.
Segundo Gutkoski et al.?!, na erva-mate, os teores de
residuo mineral fixo (cinzas) variam entre 5,49% e
5,72%, e isso esta relacionado com a quantidade de
minerais presentes no solo de cultivo e com as operagoes
de colheita, transporte e recep¢do da matéria-prima na
industria.

Em relagdo aos teores de proteinas, observou-
se variacdo entre 8,14% e 9,66%. Esses resultados sido
superiores aos das barras de cereais convencionais de
origem industrial, de diferentes marcas encontradas no
mercado da regido (valores de 3,6% a 7,5% de proteinas,
conforme composi¢ao nutricional apresentada no rétulo
do produto). O contetido de proteinas das amostras
do presente trabalho sdo inferiores aos observados por
Gutkoski et al.%, que estudaram o efeito da concentragdo
de fibra alimentar e do teor de acticar na calda de barras
de cereais elaboradas a base de aveia e observaram valores
entre 9,79% e 12,37% de proteinas.
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O conteudo de lipideos das barras formuladas
variou de 8,14% a 17,95%, valores similares aos das
barras de cereais convencionais de origem industrial
de diferentes marcas comercializadas na regido (valores
de 6,0% a 18,8% de lipideos, conforme composi¢do
nutricional apresentada no rétulo do produto). Com
o aumento da concentracio de erva-mate nas barras
formuladas, ocorreu redu¢ao no teor de lipideos, e a
amostra sem erva-mate (Formulacio A) apresentou
contetido de lipideos aproximadamente 120% superior
a formulagdo com 20% de erva-mate (Formulagdo D).
As concentragdes de lipideos das formulagoes C (com
10% de erva-mate) e D nao diferiram estatisticamente (p
> 0,05). Com a substituicdo parcial da aveia em flocos e
do coco ralado da formulacio tradicional sem erva-mate
(Formulagdo A) por 10% de erva-mate (Formulagao C),
foi possivel reduzir em aproximadamente 51% o teor de
lipideos das barras de cereais formuladas, o que atende
a uma das exigéncias do atual mercado consumidor -
produtos mais saudaveis, com menor teor de gordura.

O valor energético das barras de cereais também
diminuiu com a elevacio do teor de erva-mate nas
formulagdes. Comportamento semelhante foi verificado
por Lima et al., que empregaram polpa de baru na
elaboracdo de barras de cereais e observaram menor
valor caldrico para as amostras com 5% e 10% de polpa
em relagao a formulagdo sem polpa. Ja Dessimoni-Pinto
et al., a0 adicionarem 15% de améndoa de macauba na
formulacao de barra de cereais, verificaram um aumento
do valor calérico em comparagdo com a formulagao de
controle (sem améndoa de macauba).

A Tabela 3 apresenta os resultados da avalia¢ao
sensorial das amostras de barras de cereais sem e com
adicio de 5%, 10% e 20% de erva-mate.

A amostra elaborada sem  erva-mate
(Formulagao A) apresentou médias superiores em todos
os atributos sensoriais avaliados. Segundo Mello et al.’s,
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Tabela 3. Médias das notas atribuidas pelos provadores para as barras de cereais elaboradas sem e com a adigdo de erva-mate

Atributo A B formulacio C D p (Levene)
Aparéncia 7,42 + 0,832 6,14 +0,72° 6,04 + 0,87° 4,38 + 0,34¢ 0,602
Sabor 7,14 £ 0,912 6,00 + 0,82° 5,64 + 0,65" 4,02 £ 0,51¢ 0,538
Textura 7,08 + 0,982 6,82 + 0,632 6,44 + 0,582 4,94 + 0,45° 0,481
Impressdao Global 7,25 £ 1,102 6,44 + 1,02 6,22 + 0,97° 4,74 + 0,94¢ 0,426

Formulagdo A = 0% de erva-mate; Formulagdo B = 5% de erva-mate; Formulagao C = 10% de erva-mate; Formulagdo D = 20% de erva-mate
Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa entre si (p < 0,05), conforme resultado do teste de Tukey

os consumidores apresentam tendéncia para melhor
aceitagdo de produtos preparados a partir de ingredientes
tradicionalmente utilizados e comuns aos seus habitos
alimentares. Porém a Formula¢ao B obteve na avaliacao
daimpressdo global o valor médio de 6,44, demonstrando
que a barra de cereais adicionada de 5% de erva-mate
apresentou boa aceitacao entre os provadores.

Mello et al.'® elaboraram e avaliaram a qualidade
sensorial de bebida gaseificada adicionada de 35%,
42,5%, 50% e 57,5% (v/v) de extrato de erva-mate. Os
autores também observaram que a formulacao de bebida
gaseificada adicionada da menor quantidade de extrato
de erva-mate (35 ml) foi a preferida pelos julgadores,
considerada a de sabor mais suave e agradavel. Ja Campos
et al.'” elaboraram salame sem e com adi¢do de 0,5%
(v/m) de extrato etandlico de erva-mate e ndo detectaram
diferenca estatistica (p > 0,05) entre as amostras na
avaliacdo sensorial da aceitacdo dos atributos cor, odor,
aroma e textura e na impressao global.

A partir da variacdo das notas médias entre as
Formulagdes A e D (Tabela 3), verificou-se que, entre
os atributos sensoriais avaliados no presente trabalho, o
sabor foi 0 mais influenciado pela adicao de erva-mate.
Segundo Mello et al.’®, uma das maiores dificuldades
no uso da erva-mate verde na formulagdo de produtos
alimenticios é o sabor amargo caracteristico dessa
matéria-prima e que, consequentemente, esta confere aos
produtos elaborados.

Freitas &  Moretti’ desenvolveram  trés
formulacgdes distintas de barras de cereais funcional
sabor banana de alto teor proteico e vitaminico, a
base de proteina texturizada de soja, gérmen de trigo
e aveia e enriquecidas de acido ascorbico e acetato de
a-tocoferol, as quais foram submetidas a avaliacao
sensorial por meio do teste de preferéncia empregando
a escala hedonica de nove pontos. As médias das notas
atribuidas pelos provadores na avaliagdo da impressao
global das formulagbes foram 4,66, 5,70 e 6,14, que
sdo inferiores as obtidas pelas formulagdes do presente

trabalho com 5% e 10% de erva-mate, 6,44 e 6,22,

respectivamente.
Em relacio a distribuicaio de frequéncia
das caracteristicas sensoriais avaliadas nas quatro

formulagbes de barras de cereais, a Formulagio B
apresentou 70%, 62%, 80% e 74% de mengdes positivas
para os atributos aparéncia, sabor, textura e impressao
global, respectivamente, e a Formulagdo C recebeu 72%,
58%, 78% e 64% de mencdes positivas para os mesmos
atributos. Esses resultados indicam semelhan¢a na
aceitagdo da aparéncia, sabor, textura e impressao global
das formulagdes de barras de cereais com 5% e 10% de
erva-mate. Em relacio a avaliacdo do sabor da Formulagao
B, 32% dos provadores referiram-se a “gostei muito’,
resultado superior ao encontrado por Peuckert et al.” para
barras de cereais adicionadas de proteina texturizada
de soja e camu-camu, no qual 28,33% das mengdes dos
provadores corresponderam a escala “gostei muito”.

Os resultados do IA (Indice de Aceitabilidade)
calculado a partir da avaliagdo sensorial da impressao
global das formulagées de barras de cereais elaboradas
com 0%, 5%, 10% e 20% de erva-mate foram de 80,7%,
71,6%, 69,1% e 52,7%, respectivamente. Segundo Teixeira
et al.”?, para que o produto seja considerado aceito por
suas propriedades sensoriais, é importante que obtenha
um IA de no minimo 70%. Assim, a avaliagdo sensorial
realizada nesse estudo demonstrou que as barras de
cereais adicionadas de 5% e 10% de erva-mate em po
tipo chimarrdo, Formulacées B e C, respectivamente,
apresentam potencial para comercializacéo.

Em relagdo a intencdo de compra das quatro
distintas formula¢des de barras de cereais elaboradas
com 0%, 5%, 10% e 20% de erva-mate, verificou-se
uma diminui¢do da preferéncia de compra do produto
a medida que aumentava a quantidade de erva-mate
incorporada as barras de cereais. A Formulacdo B
apresentou 62% de mencgdes positivas referidas pelos
provadores; e a Formulagdo D, apenas 2% de inten¢ao
de compra. Resultado semelhante foi encontrado
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por Torres? no desenvolvimento de barras de cereais
formuladas com ingredientes regionais, pois, com o
aumento do teor de jenipapo, diminuiu a perspectiva de
compra do produto.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo comprovam
a viabilidade de uso da erva-mate no desenvolvimento
de novos produtos alimenticios. As barras de cereais
adicionadas de 5% e 10% de erva-mate em pd tipo
chimarrao apresentaram IA de aproximadamente
70%, indicando que esse produto representa uma nova
alternativa de uso da erva-mate no mercado de alimentos.
A formulag¢ao com 10% de erva-mate apresentou 9,13% de
proteinas e 8,77% de lipideos, valores superior e inferior,
respectivamente, as barras de cereais comercializadas na
regiao, resultados que atendem as exigéncias do atual
mercado consumidor - produtos mais saudaveis devido
a0 maior valor nutricional, com maior teor proteico e
menor teor de gordura.
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RESUMO

A formulac¢éo do bolo de chocolate foi otimizada efetuando-se a substitui¢do parcial da farinha de trigo
por fécula de mandioca e farinha de albedo de laranja. A metodologia utilizada adotou um planejamento
fatorial 2°, com varidveis independentes — fécula de mandioca (X), agticar (Y) e farinha de albedo da
laranja (Z) - e varidveis dependentes para os atributos da analise sensorial - aparéncia, aroma, sabor,
textura e impressdo global. Os bolos foram avaliados sensorialmente por 50 provadores, por meio de
teste de aceitagdo, e inten¢do de compra, utilizando-se escala heddnica. Os pardmetros de otimizagdo
foram definidos por planejamento fatorial e andlise grafica de superficie de resposta. Os dados obtidos
quanto a preferéncia, inten¢do de compra e resultados fisico-quimicos das formulagées otimizada, padrao
e comercial foram submetidos a andlise de varidncia, e as médias comparadas, pelo teste de Tukey (p
< 0,05). Os bolos elaborados obtiveram avaliagdes médias para todos os atributos sensoriais, situadas
na regido positiva da escala. O produto otimizado foi constituido de 7,5% de farinha de albedo, 27,5%
de fécula de mandioca e 110% de agticar. A formula¢io otimizada de fécula de mandioca demonstrou
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, com melhor e maior teor de fibras.

Palavras-chave. Manihot esculenta, farinhas mistas, produtos otimizados, testes sensoriais, alimentos
enriquecidos de fibras.

ABSTRACT

This investigation was conducted to optimize the chocolate cake formulation by using cassava starch and
flour of orange albedo as a partial substitute for wheat flour. The methodology followed the factorial design
2%, including independent variables — cassava starch (X), sugar (Y) and orange albedo flour (Z) - and
dependent sensory attributes variables — appearance, aroma, flavor, texture, and overall impression. The
cakes were evaluated by 50 tasters by means of acceptance testing and purchase intention by using hedonic
scale. The optimization parameters were defined by factorial design and graphical analysis of surface
response. Preference, purchase intention and physicochemical analyses data on optimized, standard and
commercial formulations were evaluated by analysis of variance, and mean values were compared by
Tukey test (p < 0.05). The formulated cakes obtained average grades for all sensory attributes, which were
situated in the positive region of the scale. The optimized product showed 7.5% of orange albedo flour,
27.5% of cassava starch and 110% of sugar. The cassava starch formulation resulted in a product with
adequate physical and chemical characteristics and the best and highest fiber contents.

Keywords. Manihot esculenta, flours mixed, optimized products, sensory tests, fiber-enriched foods.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma
das mais tradicionais culturas brasileiras, cultivada em
praticamente todo o territdrio nacional. A produgio
brasileira de mandioca em 2011 foi de 25.329.667
milhoes de toneladas’, e, no estado de Sergipe, a produgao
estimada foi de 485.360 mil toneladas, no ano de 20102,
sendo cultivada em praticamente todo o territorio
sergipano e constituindo a principal fonte de renda e
subsisténcia para inimeras familias.

As raizes de mandioca apresentam alto teor de
amido e sdo largamente utilizadas na alimenta¢do humanae
animal, além de serem utilizadas como matéria-prima para
diversos perfis de industrias®. Segundo Fernandes®*, o amido
de mandioca, também conhecido como fécula, polvilho
doce ou goma, é um pé fino, branco, inodoro, insipido e
produz ligeira crepitagdo quando comprimido entre os
dedos. Seu processo de produgdo consiste em lavagem,
descascamento e desintegragdo das raizes, separacdo das
fibras, purificagdo e separagdo do amido e secagem”.

A laranja pertence ao grupo denominado
genericamente como citrus, tem forma arredondada,
casca fibrosa e polpa suculenta. Morfologicamente, é
composta de trés diferentes partes: exocarpo (flavedo ou
casca exterior), mesocarpo (albedo ou pele interior) e
endocarpo (l6culo ou membrana carpelares)®.

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de laranja
do mundo, com 19.831.787 milhdes de toneladas no
ano de 2011', e o estado de Sergipe teve um montante
de 805.962 mil toneladas em 20107. A maior parte dessa
producéo destina-se a industria de suco®, cuja produgio
gera grandes quantidades de residuos; cascas e albedos
sdo alguns dos residuos da laranja, ricos em carboidratos,
fibras, pectina, proteina e matéria mineral®.

A divulgagdo da importancia da fibra alimentar
na nutri¢do, junto com a recomendagio de aumentar
seu consumo, tem levado a industria alimenticia ao
desenvolvimento de novos alimentos e preparados
alimentares enriquecidos com fibras. A ingestiao de
fibra alimentar pode-se realizar por meio de alimentos
naturais e processados de origem vegetal (frutas, cereais,
verduras, legumes etc.) ou enriquecidos com fibras, tais
como biscoitos, cereais matinais, paes, bolos e outros’.

Dentre as alternativas para melhorar a ingestao de
fibra, ha o enriquecimento de alimentos que ja fazem parte
da alimenta¢io diaria da populagdo. Entre os produtos
mais suplementados estdo os de panificagdo, por meio da
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substitui¢ao parcial da farinha de trigo por subprodutos
ricos em fibras. Embora a farinha de trigo seja o principal
componente das formulagdes dos produtos panificados,
sua substituicdo parcial por outros tipos de farinha, pela
elaboracao de farinhas mistas, pode ser aplicada a esses
produtos sem ocasionar prejuizo a qualidade dos mesmos.

A viabilidade técnica e econdmica da utilizacdo
de farinhas mistas na produ¢do de alimentos foi
amplamente demonstrada e empregada na industria'.
Como exemplo, tem-se o bolo, um produto obtido de
mistura, homogeneizagéo e cozimento conveniente de
massa preparada com farinhas, fermentadas ou nio,
e outras substincias alimenticias, como leite, ovos e
gorduras'.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da
substituicdo parcial da farinha de trigo por fécula de
mandioca e farinha de albedo de laranja na otimizagao
de bolo de chocolate, visando a avaliar a aceitacdo e a
viabilidade tecnoldgica deste produto.

MATERIAL E METODOS

Obtencao da farinha de albedo de laranja

A farinha de albedo de laranja foi elaborada
por metodologia proposta por Santana®. Inicialmente
as laranjas foram lavadas, sanitizadas e descascadas
manualmente. Em seguida, a trituracaio umida foi
realizada em liquidificador, numa propor¢ao volumétrica
de 1:5 para albedo e dgua. O material foi acondicionado
em sacos de algodao e lavado sob agua corrente por um
periodo de aproximadamente 30 minutos. A secagem foi
realizada em estufa a 100 °C durante aproximadamente
5 horas. Posteriormente, triturou-se o albedo seco no
liquidificador até a obten¢do de uma farinha, sendo
peneirada em tamis de 500 pm. O acondicionamento da
farinha de albedo de laranja se deu em potes plasticos,
armazenados em local seco e a temperatura ambiente.

Processamento dos bolos de chocolate

A formulagdo-padrdo e o preparo dos bolos
seguiram a metodologia descrita por Centenaro et al.'?,
utilizando 280 g de farinha de trigo, 280 g de agticar cristal,
100 g de gordura vegetal, 13 g de fermento quimico, 6 g
de sal, 24 g de leite em po, 40 g de achocolatado em pd,
138 g de agua, 150 g de clara de ovo e 6 gotas de esséncia
de baunilha. Foram pesados em balan¢a semianalitica,
misturados em batedeira planetiria na ordem da
formulagéo e levados ao forno a 270 °C por 30 minutos.
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Planejamento experimental

Na elaboragio das formulacdes de bolos de chocolate,
foi aplicado um delineamento experimental 2° (Tabela 1),
com variaveis independentes — concentragdes de fécula de
mandioca (X), agucar (Y) e farinha de albedo da laranja
(Z) - e variaveis dependentes, isto é, os atributos sensoriais
aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global.

Analise sensorial dos bolos

A avaliacio sensorial dos bolos foi realizada em
duas etapas. Inicialmente, as formulagdes elaboradas a
partir do planejamento experimental foram analisadas
por 50 provadores. Posteriormente, foi efetuado o teste
afetivo (comparativo entre as formulagdes comercial,
padrao e otimizada) com 100 provadores. Ambas as
etapas avaliaram de forma monadica o quanto se gostava
e desgostava do produto, por meio de um teste de
aceitacdo baseado numa escala heddnica estruturada de
9 pontos (9 = gostei muitissimo, 5 = ndo desgostei nem
gostei, 1 = desgostei muitissimo) e um teste de intengao
de compras, utilizando escala hedodnica estruturada de 7
pontos (7 = certamente compraria, 4 = talvez comprasse/
talvez nio comprasse, 1 = certamente ndo compraria),
conforme descrito por Stone e Sidel".

Analises fisico-quimicas

A caracterizagdo fisico-quimica da farinha de
albedo de laranja e dos bolos foi realizada segundo
metodologia descrita por AOAC'" e Instituto Adolfo
Lutz". O teor de umidade, lipideos, cinzas, proteinas foi
calculado em triplicata. O teor de fibra bruta foi feito em
duplicata. O teor de carboidratos foi determinado por
diferenca entre a massa seca total (100%) e a soma das
porcentagens dos teores de umidade, cinzas, proteinas,
lipideos e fibra bruta. O valor calérico (kcal/100 g) foi
calculado pela soma dos resultados da multiplica¢ao dos
fatoresgeraisde conversaoparalipideoseparacarboidratos
e proteinas, 9 kcal/g e 4 kcal/g, respectivamente.

Analise estatistica

Os parametros de otimizagdo foram definidos
por meio de planejamento fatorial, com os calculos de
Anova e os coeficientes de determinagao obtidos a partir
do programa Statistic/Windows 8.0'°. Os resultados
fisico-quimicos e os testes afetivos foram submetidos a
analise de variancia (Anova), e as médias, comparadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o programa
Assistat/Windows 7.5".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A farinha de albedo de laranja apresenta
caracteristicas favoraveis a elaboragdo de novos produtos:
umidade (4,82%) favorece a boa conservagao do produto,
encontrando-se dentro do padrido estabelecido pela
legislagao brasileira'®. Baixos teores de cinzas (4,29%),
proteinas (3,15%) e lipideos (0,39%) sdo satisfatdrios, pois
representam uma fracdo de alta concentragdo energética
ou caldrica. A fibra bruta apresentou teor (39,15%) seis
vezes superior ao padrao de “rico em fibras” e doze vezes
maior que o padrio para “fonte de fibras”, de acordo com o
proposto pelalegislacdo'”. Os percentuais para carboidratos
e valor calérico encontrados na farinha de albedo de laranja
foram 48,20% e 208,91 kcal/100 g, respectivamente.

Aceitagao sensorial dos bolos

As médias das notas da avaliagdo sensorial
(Tabela 1) dos bolos ficaram entre 5,72 e 8,04, em todos
os atributos sensoriais, correspondendo aos termos
hedonicos “ndo gostei nem desgostei” e “gostei muito”,
respectivamente, o que mostra que a substitui¢do
parcial da farinha de trigo por fécula de mandioca
e farinha de albedo de laranja obteve boa aceitagdo
sensorial.

Resultados similares de aceitagdo positiva foram
observados em Borges®, em que bolos elaborados com
a substitui¢ao parcial de farinha de trigo por farinha
de banana verde obtiveram médias entre 5,78 e 8,02.
Moscato*, ao incorporar farinha de yacon e inulina em
bolos, obteve notas que variaram de 6,1 a 7,5. Santos?,
que incorporou farinha da casca do maracuja-amarelo
em diferentes concentragdes na produgio de bolos de
chocolate, obteve boa aceitagdo para todos os parametros
sensoriais analisados.

Com relagdo a aparéncia, observa-se variagdo
média entre 6,34 e 7,52, correspondendo aos termos
hedénicos “gosteiligeiramente” e “gostei moderadamente”,
respectivamente. Isso mostra que a substitui¢ao parcial
da fécula de mandioca no bolo nio causou influéncia
negativa na aparéncia, ja que este atributo sensorial
representa o primeiro contato visual do consumidor com
o produto.

No atributo aroma, observa-se que a maioria
dos ensaios apresentou as maiores notas de avaliagdo
sensorial para aroma, mostrando que a substitui¢do
parcial da fécula de mandioca nao alterou negativamente
o aroma do bolo.
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Paraoatributosabor,asmédiasdasnotassensoriais
encontram-se entre 6,34 e 8,04, correspondendo aos
termos heddnicos “gostei ligeiramente” e “gostei muito’,
respectivamente. A varidvel agticar pode ter influéncia
positiva nesses resultados em compara¢iao as demais
variaveis, conforme comprovado pela Anova (Tabela 2).

Em contrapartida, a menor média é constatada
no atributo textura (5,72), para a formulagdo com
uma concentragdo de agticar de 74,80% (ensaio 11).
De maneira geral, ao elevar-se a concentracdo desse
ingrediente ao maximo, ha uma resposta positiva na
média da textura e na aceitagdo dos provadores, o que
pode ser explicado pelo fato de o agticar contribuir ndo
somente como adoqante, mas também por aumentar a
coesividade e, quando associado a gordura, melhorar a
maciez dos bolos®.

O atributo impressdo global apresenta médias
das notas sensoriais entre 6,44 e 7,54, situando-se na
escala hedonica entre “gostei ligeiramente” e “gostei
moderadamente”, respectivamente (Tabela 1).

A Tabela 2 apresentam os valores de p para os
atributos sensoriais.

Verificam-se diferencas significativas para
a variavel fécula de mandioca apenas no atributo
aparéncia. Ja a variavel agtcar apresentou diferencas
significativas em todos os atributos avaliados, indicando
que este parametro influenciou todos os atributos,
principalmente aroma, sabor e textura. Em relagdo as
interacdes, destacou-se a interagdo fécula de mandioca
e farinha de albedo de laranja (p < 0,05), indicando que
esses dois parametros influenciaram aroma e textura.

A quantidade de farinha de albedo adicionada
ndo interferiu na aceitacio dos atributos sensoriais
analisados, ou seja, a varidvel independente nio foi
significativa em nenhum dos atributos, havendo apenas
significancia (p < 0,05) na intera¢ao com a variavel fécula
de mandioca nos atributos aroma e textura.

Analisando o atributo impressio global,
observa-se que apenas a variavel agucar linear foi
estatisticamente significativa (p < 0,05), o que pode estar
associado a concentracdo variada de agucar utilizada
nas formulag¢des. Para a escolha das concentracdes, foi
utilizado o atributo “impressdo global” Pela analise
conjunta dos graficos (Figura 1A e 1B), nota-se que,
quanto maior a concentragdo de aglicar, maior ¢ a
aceitagao. Embora valores proximos a 130% estejam na
regiao otimizada, optou-se pela concentra¢ao de agtcar
de 110% por motivos relacionados a satude.
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O teor de fécula de mandioca nao ¢é significativo
para a impressao global. Optou-se, entdo, pelo teor de
27,5%, a fim de favorecer maior valorizagido da cultura
regional e menor custo associado, garantindo ao produto
viabilidade econémica. O teor de farinha de albedo de
laranja também nao ¢ significativo, sendo escolhida uma
concentragdo de 7,5%, com o propdsito de tornar o bolo
mais enriquecido como fonte de fibras de acordo com os
parametros da legislacdo brasileira®.

Os valores dos coeficientes de determinagéo
(R?) (Tabela 2) de cada modelo preditivo podem ser
considerados altos em se tratando de testes sensoriais
com consumidores (provadores nao treinados), os quais
pela propria natureza mostram grande variabilidade nos
resultados.

Para o teste comparativo, as formulagdes padrio,
comercial e otimizada apresentaram médias sensoriais
na regido positiva da escala (Tabela 3) em todos os
atributos sensoriais analisados, apresentando diferencas
significativas (p < 0,05) apenas nos atributos aparéncia e
aroma. Nos atributos sensoriais sabor, textura e impressao
global, as formulagdes ndo diferem estatisticamente (p <
0,05). A formulagdo-padrao difere significativamente (p
< 0,05) da formulacio otimizada de fécula de mandioca,
mesmo essa encontrando-se na regido positiva da escala.

Analise de aceitacdo e inten¢ao de compra

A Tabela 3 apresenta as médias das notas de
aceitacdo e do teste de inten¢do de compra para os bolos
comercial, padrao e otimizado.

De acordo com a Tabela 3, os atributos
sabor, textura e impressio global nado diferiram
significativamente entre as amostras. Para os atributos
aparéncia e aroma, a amostra comercial apresentou o
maior valor, 7,15 e 6,90, respectivamente, e ndo diferiu
estatisticamente das amostras padrdo e otimizada.

Observou-se que as médias das notas de aceitagdo
de intencdo de compra (Tabela 3) encontraram-se
na regido intermediaria da escala hedonica (“talvez
comprasse, talvez ndo comprasse”). Por meio da andlise
de dados Anova, verificou-se que os consumidores
preferiram a formula¢ao-padrio, maior média (p < 0,05)
entre todas. No entanto a formulagdo-padrao diferiu
significativamente (p < 0,05) da formulagdo otimizada.

Estatisticamente (p < 0,05), as formulagdes
apresentam similaridades, o que evidencia um potencial
de comercializagdo do bolo com incorporagio de fécula
de mandioca e farinha de albedo de laranja.
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Tabela 1. Valores médios da avaliagdo sensorial dos bolos com incorporagao de diferentes teores de fécula de mandioca, agticar e farinha de
albedo de laranja

ENSaio Variaveis Codificadas Atributos
X Y z Aparéncia Aroma Sabor Textura I. Global

1 20% 85% 5% 6,90 6,56 6,94 6,18 6,92
2 20% 85% 7,50% 7,34 7,44 7,46 7,24 7,60
3 20% 115% 5% 7,10 7,36 7,32 7,36 7,42
4 20% 115% 7,50% 7222 7,56 7,82 7,42 7,46
5 35% 85% 5% 6,90 7,34 7,30 7,40 7,28
6 35% 85% 7,50% 7,20 6,82 7,12 6,80 7,12
7 35% 115% 5% 7,32 7,40 7,62 7,26 7,46
8 35% 115% 7,50% 7oll2 7,06 7,10 6,82 7,24
9 14,90% 100% 6,25% 7,42 7,32 7,64 7,48 7,46
10 40,10% 100% 6,25% 7,02 7,40 7,40 7,00 7,10
11 27,50% 74,80% 6,25% 6,34 6,20 6,34 5,72 6,44
12 27,50% 125,20% 6,25% 7,52 7,58 8,04 7,56 7,54
13 27,50% 100% 4,15% 7,06 7,18 7,42 7,20 7,16
14 27,50% 100% 8,35% 7,24 7,50 7,38 7,36 7,36
15 27,50% 100% 6,25% 6,68 7,10 7,20 6,88 7,16
16 27,50% 100% 6,25% 7,06 6,98 7,44 7,20 7,38
17 27,50% 100% 6,25% 6,60 7,06 7,28 7,16 7,18
18 27,50% 100% 6,25% 6,66 6,80 7,06 6,96 7,02

X: concentracdo de fécula de mandioca; Y: concentra¢do de agticar, em relagdo a concentracdo 100% de agtcar da formulagdo padrao; Z:
concentragdo de farinha de albedo de laranja

Tabela 2. Valores de p para aceitagdo sensorial em relagao aos atributos aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global

Valores de p para os atributos sensoriais

Variaveis
Aparéncia Aroma Sabor Textura Impressao global

FM(L) 0,4720 0,8451 0,4397 0,5589 0,3066
FM(Q) 0,0367 0,0729 0,2757 0,4709 0,3328
AR(L) 0,0306 0,0025 0,0042 0,0066 0,0122
AR(Q) 0,3314 0,5658 0,7120 0,1518 0,5209
FA(L) 0,3245 0,3828 0,8045 0,7771 0,4451
FA(Q) 0,0638 0,0870 0,5616 0,3880 0,3877
FM x AR 0,7207 0,3828 0,5768 0,1433 0,8731
FM x FA 0,5306 0,0149 0,0526 0,0453 0,1185
AR x FA 0,2764 0,4491 0,6469 0,3840 0,3081
R? 0,81 0,69 0,75 0,83 0,81

FM = fécula de mandioca; AR = agucar; FA = farinha de albedo de laranja; L = fator linear; Q = fator quadratico; R?= coeficiente de determinagéo
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Resultados semelhantes foram reportados por
Santos*, que incorporou farinha da casca do maracuja-
amarelo em diferentes concentragdes na produgdo de
bolos de chocolate. O autor avaliou a aceitabilidade das
formulagdes incorporadas, padrao e comercial, e obteve
médias sensoriais na regido positiva da escala para todos
os parametros sensoriais analisados.

Tabela 3. Médias de aceitagdo e intengdo de compra para bolos:
comercial, padrdo e otimizado

Formulagoes

Atributos sensoriais

Comercial Padrao Otimizado
Aparéncia 7,15a° 6,83ab 6,86ab
Aroma 6,90a 6,52ab 6,55ab
Sabor 6,45a 6,84a 6,29a
Textura 6,99a 7,11a 6,622
Impressao global 6,83a 6,98a 6,552
Aceitagdo 4,85ab 5,20a 4,54b
% de aprovagao' 53 65 48
% de rejei¢ao? 15 11 21

'% de aprovagdo corresponde as notas > 4

2% de rejeigao corresponde s notas < 4

*Médias seguidas pelas mesmas letras, na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Tabela 4. Resultados das andlises fisico-quimicas dos bolos comercial,
padrdo e otimizado

Formulagoes

Parametros

Comercial Padriao Otimizado
Umidade (%) 26,32a* 21,49b 20,75b
Cinzas (%) 1,78a 1,72ab 1,60ab
Proteinas (%) 7,26a 5,09b 4,44bc
Lipidios (%) 10,77a 11,37a 11,04a
Fibra bruta (%) 1,03 2,81
Fibra alimentar' (%) 2,19
Carboidratos (%) 51,65 59,30 59,32
Valor energético (kcal/100 g) 332,57 359,96 354,50

'Valor declarado no rétulo do bolo de chocolate
“Letras iguais na mesma linha indicam ndo haver diferenca
significativa entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Andalises fisico-quimicas dos bolos

A Tabela 4 mostra os resultados das analises
tisico-quimicas dos bolos.

Para umidade, ha diferengas significativas (p
< 0,05) entre a formulacdo comercial e as formulacdes
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padrao e otimizada, que nao diferiram significativamente
entre si (Tabela4). Em relacio ao teor de cinzas, ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) entre as formulagoes.

O teor de proteinas da formulagdo otimizada
nao diferiu significativamente da formulagdo padrao (p
< 0,05), porém ambos diferiram em relagdo ao comercial
(Tabela 4). Para os teores de lipideos, as médias das
amostras ndo apresentaram diferencas significativas (p <
0,05). Do ponto de vista calorico, os valores encontrados
sdo satisfatorios, uma vez que os lipideos fornecem cerca
de 9 kcal, enquanto proteinas e carboidratos fornecem em
média 4 kcal.

O teor de fibra bruta do bolo otimizado foi maior
(2,81%) que do bolo padrao (1,03%) e que o teor de fibra
alimentar do bolo comercial.

Quanto ao teor de carboidratos, as amostras
otimizada e padrao apresentaram resultados similares
(59,32% e 59,30%, respectivamente) e maiores que a
amostra comercial (51,65%).

Comparando-se as formulagdes analisadas, a
formulagdo otimizada apresentou caracteristicas fisico-
quimicas adequadas e melhor aceitagio junto aos
consumidores, comparaveis com as formulagdes padrao
e comercial de bolo de chocolate.

CONCLUSAO

A formulagao otimizada apresentou
concentragdes de 7,5% de farinha de albedo de laranja,
27,5% de fécula de mandioca e 110% de acucar da
formulagdo-padrao.

A substituicdo parcial da farinha de trigo por
fécula de mandioca e farinha de albedo de laranja néo
modificou significativamente a formulagdo do bolo
de chocolate de forma a alterar sua preferéncia ou
aceita¢do, o que denota um potencial de comercializagdo
de um produto nutricionalmente mais adequado, sem
comprometimento das caracteristicas sensoriais.
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RESUMO

Neste trabalho, foi avaliada a influéncia dos teores de gordura e dgua na textura e na aceitacdo de
requeijdo light adicionado de concentrado proteico de soro, determinando-se os teores de gordura, dgua,
proteina, carboidratos, cinzas e extrato seco desengordurado (ESD). As formula¢des foram analisadas
instrumentalmente por meio da analise do perfil de textura, e a aceitabilidade sensorial foi avaliada por
100 consumidores. Os resultados foram examinados por meio da andlise de variancia, ajuste de modelos
de regressdo e mapa de preferéncia interno. O modelo de regressdo linear de primeiro grau apresentou
melhor ajuste aos dados em nivel de 10% de probabilidade. Os constituintes gordura e agua contribuiram
inversamente para a intensidade das propriedades de textura. Os requeijoes originados de diferentes
combinagoes de propor¢do de gordura e agua, com ESD de aproximadamente 19,30%, apresentaram
intensidades intermedidrias de textura e obtiveram melhor aceita¢do pelos consumidores; e este evento
indicou que o equilibrio no ESD otimizou a aceitabilidade sensorial. Este estudo evidencia que a reducao
de gordura em requeijao deve ser aliada ao aumento do teor de agua, para que a industria possa oferecer
diversidade de produtos que atendam as expectativas dos consumidores e ainda por menor custo de
producio.

Palavras-chave. andlise de perfil de textura, requeijao light, aceitacao, extrato seco desengordurado.

ABSTRACT

The present study evaluated the effect of fat and moisture on the texture and acceptance of light
processed cheese supplemented with whey protein concentrate. Concentrations of fat, moisture, protein,
carbohydrates, ash and degreased dry extract (DDE) were determined. The formulations were evaluated
instrumentally by texture profile analysis, and sensory acceptability was assessed by 100 consumers.
Results were evaluated by analysis of variance, regression models fitting and internal preference mapping.
The first grade linear regression model showed the best suitability to the data at 10% of probability. Fat and
moisture constituents contributed inversely to the intensity of texture characteristics. Cheesecurds made
from different combinations of fat and moisture, with DDE of approximately 19.30%, showed intermediate
texture intensities, which were mostly accepted by consumers. These findings indicate that balance in
DDE optimizes sensory acceptability. This study demonstrates that fat reduction in cheesecurd should be
combined with increased moisture contents, and this procedure enables the industries to offer a diversity
of products which meet consumer expectations and also at a lower production cost.

Keywords. texture profile analysis, light processed cheese, acceptance, degreased dry extract.
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INTRODUCAO

O requeijao cremoso é um tipo de queijo fundido
tipicamente brasileiro, fabricado em todo o territério
nacional, com varia¢des de tecnologia e caracteristicas'.
Este produto tem como particularidade o elevado teor
de gordura, o que torna seu consumo indevido para
consumidores que apresentam problemas de saide ou que
se encontram em dieta com restri¢do de gordura. A versao
com teor reduzido de gordura é uma alternativa para os
grupos supracitados, porém desenvolver um requeijao
que atenda a este publico e com a qualidade sensorial
esperada pelos consumidores ndo é uma tarefa simples,
mas, sim, um grande desafio a industria de alimentos®.

A redugao do teor de gordura do requeijao pode
ser responsavel pela rejeicao sensorial deste produto,
particularmente devido a diminui¢do da cremosidade
conferida pela gordura’, sendo que tal defeito na textura
do produto esta associado ao concomitante aumento do
extrato seco desengordurado (ESD), como resultado da
redugdo da gordura®.

Entre as estratégias de substitui¢ao da gordura em
requeijao estdo as varias modificagdes de processamento,
o uso de cultura latica selecionada ou modificada e a
utiliza¢ao de substitutos®®”%. Nenhuma dessas estratégias
pode substituir completamente todas as propriedades e
fung¢oes da gordura. Entretanto, diversas pesquisas nessa
area tém o objetivo de melhorar o sabor e a textura de
queijos light’.

Zalazar et al'’ avaliaram o queijo cremoso
argentino com elevado teor de umidade e com adi¢ao
de substituto de gordura a base de proteina (Dairy-Lo’) e
obtiveram queijos com redugao desejavel de gordura no
produto final.

Noronha et al.! estudaram a substituicio da
gordura em queijo mimético de mozarela por amido
resistente (Novelose 240) e concluiram que é possivel
substituir cerca de 90% da gordura com fibra funcional,
obtendo caracteristicas desejaveis de textura, tais como
firmeza e coesividade.

Koca e Metin'? avaliaram a textura instrumental,
o derretimento e propriedades sensoriais de queijo
kashar fresco (queijo de origem turca), com redugio de
70% de gordura. Foram utilizados dois substitutos de
gordura a base de proteina (1,0% p/p Simplesse’ D-100 e
1,0% p/p Dairy-Lo) e um a base de carboidrato (5,0% p/p
Raftiline’). Os resultados desse estudo mostraram que
os substitutos Simplesse’ D-100 e Raftiline’ melhoram

a textura e as propriedades sensoriais do queijo kashar
fresco, com redugao de gordura.

Em relagio ao requeijao cremoso, Ferreira et al."?
caracterizaram os atributos sensoriais e reologicos do
requeijdo cremoso adicionado de concentrado proteico
de leite. Nas formulagdes, a propor¢ao de concentrado
proteico adicionada foi de 0%, 15%, 30% e 45% sobre
a quantidade de proteina total da massa. Os autores
concluiram que o requeijao com 45% do teor de proteina
da massa substituido por concentrado proteico foi o que
obteve maior porcentagem de aprova¢do em todos os
atributos sensoriais e também apresentou viscosidade
aparente maior que nas demais formulagoes.

Alves e Silva" substituiram parcialmente a
gordura do requeijao cremoso por géis formados a partir
delinhaga desengordurada (5%, 10% e 15%), substituindo
a gordura em 10%, 20% e 30%, respectivamente. Na
andlise sensorial, o atributo menos favorecido foi a
aparéncia das amostras com 20% e 30% de substituigio,
devido a presenca de pontos escuros. O mesmo nao foi
observado para a amostra com 10% de substituigao. A
textura foi o atributo menos afetado (p > 0,10), uma
vez que as amostras foram consideradas semelhantes ao
controle (sem linhaga), independentemente do nivel de
substitui¢cdo. Os autores concluiram que a linhaga pode
ter seu uso potencializado na alimenta¢ao humana por
meio da substituicdo da gordura.

Os substitutos de gordura contribuem
significativamente para a melhoria da qualidade de
queijos fundidos com teor reduzido de gordura e,
quando usados nas dosagens corretas, podem servir
para ampliar o mercado consumidor, e nao apenas como
op¢ao em dietas'. Muitos ingredientes sdo usados como
substitutos totais ou parciais da gordura dos alimentos,
sendo divididos em, basicamente, trés categorias: a base
de proteinas, & base de carboidratos e os sintéticos'®.
Os substitutos sintéticos e a base de carboidratos (com
excec¢ao das fibras) sdo constituintes que resultam em boa
melhoria da textura do produto com redugao de gordura,
porém ndo agregam valor nutricional aos produtos,
somente melhoram suas caracteristicas sensoriais.

Por outro lado, a adigdo de concentrado proteico
de soro (CPS) como substituto de gordura em requeijao
confere uma série de beneficios nutricionais ao produto,
uma vez que apresenta todos os aminoacidos essenciais
para o metabolismo celular (triptofano, lisina, metionina,
cistina, leucina, isoleucina, fenilalanina, valina e
treonina) e atende as recomendagdes da FAO para todas
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asidades'. A adi¢do de CPS no requeijao light promove o
aumento da elasticidade do requeijao, devido a interagdo
das proteinas do soro parcialmente desnaturadas com
a caseina, por meio de ligagoes sulfidrilas'®. Porém o
CPS néo promove a recuperagio da maciez do produto,
propriedade de textura alterada pela redu¢io da gordura,
sendo necessario o aumento do conteudo de dgua com
consequente diminui¢do do ESD, a fim de diminuir a
firmeza do requeijao e recuperar sua maciez '*.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
dos teores de gordura e 4gua na textura e na aceitabilidade
de requeijao light adicionado de concentrado proteico de
soro.

MATERIAIS E METODOS

Requeijoes light avaliados

Para definir as formula¢des, foi utilizado
delineamento composto central rotacional (DCCR) com
dois fatores (gordura (G) e dgua (A)) em dois niveis (2%),
mais quatro pontos axiais (2 X 2) e o ponto central. O
ponto central foi repetido trés vezes para estimativa do
erro puro, perfazendo um total de 11 ensaios (2> + 2 x 2
+ 3) (Figura 1).

Agua %)T
F5
71,00
F3 F2
70,00
F8 F6
6750 PREICS
65,00 & F1
64,00
F7
N
8,70 10,20 13,70 17,30 18,70 ‘

Gordura (%)
Figura 1. Disposi¢ao dos pontos experimentais no delineamento
composto central rotacional (DCCR)

Os niveis de gordura em estudo foram definidos
de maneira que a formulagdo com maior percentual de
gordura (18,70%) atendesse a redu¢do minima (25%)
exigida pelalegislacdo para ser considerada light**. O nivel
minimo de gordura (8,70%) e os niveis de 4gua maximo e
minimo (71,00% e 64,00%) foram definidos por meio de
testes preliminares. Os demais niveis de gordura e dgua
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foram estipulados pelo préprio delineamento estatistico,
de forma que todos os pontos se encontrassem a uma
distancia a do ponto central (PC).

Os requeijoes foram processados utilizando
massa obtida por acidificagdo direta do leite com édcido
latico 85% PA. a temperatura de 70 °C, conforme
tecnologia descrita por Alves et al.”’. Os produtos foram
constituidos de massa (leite desnatado e é4cido latico),
creme de leite 40% de gordura (Funarbe), concentrado
proteico de soro (2,0% — CPS34 Gemacom), NaCl (0,80%
- Cisne), sal fundente (0,70% - Joha S9) e conservantes
sorbato de potassio (0,020% - Gemacom) e nisina
(0,017% - Danisco). O processamento foi realizado em
tacho aberto provido de agitador mecanico a 50 rpm.

Analise de composic¢do centesimal

As determinagoes de gordura (032/IV), agua
(012/1V), proteinas (036/IV) e residuo mineral fixo
(018/1V) dos requeijoes foram realizadas seguindo os
métodos descritos em “Métodos fisico-quimicos para
analise de alimentos™. As analises para determina¢ao da
composi¢do centesimal dos requeijoes foram realizadas
em duplicata para cada repeticéo.

Osteoresde carboidratoseextrato seco total foram
obtidos pelo método indireto. O teor de carboidratos foi
calculado pela diferenga percentual entre o conteudo
total e a soma dos demais nutrientes (%Carboidratos =
100% - [%Proteinas + %Gordura + %Residuo mineral
fixo + %Agual)®. O teor de extrato seco desengordurado
(ESD) foi calculado pela diferenca percentual entre o
conteudo total e a porcentagem de gordura e dgua das
formulagdes (%ESD = 100% - %Gordura - %Agua),
conforme recomendado®.

O contetdo calorico foi calculado em fungéo
da composi¢do dos requeijoes em termos de proteinas,
gorduras e carboidratos, utilizando os fatores de
conversdo de cada nutriente, ou seja, 4, 9 e 4 kcal/g de
alimento, respectivamente?.

Analise do perfil de textura (TPA)

As propriedades de textura dos requeijoes foram
determinadas por meio da andlise de perfil de textura®,
a qual foi conduzida em maquina universal de teste
mecanico (Instron — Série 3367, Estados Unidos, 2005).
As andlises foram realizadas a 10 £ 1 °C, representando a
temperatura de armazenamento do requeijao.

Uma probe de 15 mm de didmetro foi movida
perpendicularmente sobre a amostra de requeijao
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contida em uma embalagem de formato cilindrico de
50 mm de didmetro e 40 mm de altura®. As condi¢des
do teste foram: célula de carga de 1 KN, distancia de
compressao de 20% da altura do produto, velocidade de
1,0 mm/s, tempo de contato de 5 segundos, com dois
ciclos de penetragdo, conforme descrito por Rapacci et
al.” e por Gallina et al.”.

A forca exercida sobre o produto foi
automaticamente registrada, e as propriedades de
textura firmeza (N), gomosidade (N), coesividade
(adimensional), mastigabilidade (J) e elasticidade (mm)
foram automaticamente calculadas pelo software Blue Hill
2.0 (Instron, Estados Unidos, 2005) a partir das curvas
de forga (N) x tempo (s) geradas durante o teste. Foram
realizadas cinco andlises para cada repeti¢do (replicatas).

Aceitabilidade sensorial

Foram recrutados, no Campus da Universidade
Federal de Vigosa, 100 consumidores de requeijao.
As formulagoes de requeijio foram servidas aos
consumidores de forma aleatéria e monadica, em
copos descartaveis contendo aproximadamente 10 g
do produto. Utilizou-se a escala hedonica estruturada
de nove pontos, variando de “gostei extremamente”
(escore 9) a “desgostei extremamente” (escore 1), para
os consumidores expressarem a aceitagdo em relacao
a textura dos produtos**. Foi servido juntamente as
amostras um copo de agua a temperatura ambiente (25
°C) para os consumidores promoverem o enxague das
papilas gustativas entre as avaliacdes dos requeijoes.

Analise estatistica dos dados experimentais
Para verificar se os teores de gordura e de dgua
dos requeijoes processados corresponderam aos niveis

estipulados pelo delineamento experimental (DCCR),
foi realizado um teste t para amostras independentes
entre o valor tedrico e o obtido na pratica por meio da
determinagao da composi¢do centesimal.

O efeito dos teores de gordura e de agua
nas propriedades de textura (firmeza, gomosidade,
coesividade, mastigabilidade e elasticidade) dos requeijoes
foianalisado por meio daandlise de variancia (teste F) e pelo
ajuste de modelos de regressao. Para a selecdo do modelo
de melhor ajuste aos dados, foram avaliados os seguintes
pardmetros: ndo significancia da falta de ajuste (p > 0,10),
significAncia dos coeficientes da regressao (p < 0,10) e, por
ultimo, a explicagdo do modelo por meio do coeficiente de
determinagdo R® (SQREGRESSAO/ SQTRATAMENTOS)'

Na aceitabilidade sensorial, os dados de
aceitagdo da textura foram analisados por meio da
técnica multivariada mapa de preferéncia interno, em
que os dados de aceitagao (teste de consumidor) foram
organizados numa matriz de amostras (em linhas) e
consumidores (em colunas), e esta foi submetida a analise
de componentes principais (ACP). Também procedeu-
se a analise de superficie de respostas (ASR), a fim de
verificar o comportamento da aceitabilidade sensorial da
textura em func¢ao do teor de gordura e de agua.

As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o pacote STAT/SAS do software estatistico
Statistical Analysis System, versdo 9.1, licenciado para a
Universidade Federal de Vigosa em 2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composi¢ao centesimal dos requeijoes light
A composi¢ao centesimal dos requeijoes light
esta apresentada na Tabela 1. Os niveis tedricos e

Tabela 1. Composigao centesimal dos requeijoes light adicionados de CPS (médias e desvios-padroes das medidas)

Constituintes (%) Valor calérico
Formulacdes Agua Gordura Proteina Cinzas Carboidratos IV (kcal)
Fl1 64,90+0,10  1650+020  14,02+025 3,14+ 0,09 1,44+0,14 18,60 + 0,30 210,34
F2 69,75+0,10  1640+0,10  1001+£020  2,69+0,18 1,15£0,02  13,85+0,00 192,24
F3 6975+0,10 1050 +0,13  1435+025  328+046 2124068  1975+0,03 165,02
F4 6547+0,10  11,50+032  18,14+0,04  3,19+0,11 1,70£028  23,03+0,22 182,86
F5 71,02+0,10  13,00+0,18  1207+030  2,650,01 126+0,01  1598+0,28 170,32
F6 67,20 £ 0,00 18,50 £ 0,53 10,54 £ 0,09 2,51 £ 0,02 1,26 = 0,45 14,31 £ 0,52 213,7
F7 63,50 £ 0,10 13,10 + 0,08 18,46 + 0,25 2,96 + 0,01 1,98 + 0,06 23,40 £ 0,18 199,66
E8 66,67 + 0,05 8,45+ 0,13 19,40 £ 0,17 3,40 = 0,29 2,08 +£ 0,28 24,88 £ 0,18 161,97
F9 67,15 + 0,00 13,60 + 0,15 15,09 + 0,20 2,80 + 0,00 1,37 £ 0,05 19,26 + 0,15 188,24

F1:17,3% G e 65% A; F2:17,3% G € 70% A; F3: 10,2% G e 70% A; F4: 10,2% G e 65% A; F5:13,7% G e 71% A; F6: 18,7% G € 67,5% A; F7: 13,7%
G e 64% A; F8:8,7% G e 67,5% A; F9 (ponto central): 13,7% G e 67,5% A
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experimentais de gordura e agua dos requeijoes nio
apresentaram diferenca significativa pelo teste t, tendo
p-valores de 0,8670 e 0,7887 respectivamente. Isso indica
que as formulagdes processadas atenderam aos requisitos
estipulados pelo delineamento.

As diferentes combinagoes entre gordura e agua
produziram requeijoes com teor de ESD diferenciado,
devido a este constituinte ser calculado pela diferenca
percentual entre o contetido total e o teor de gordura
e de dgua. Portanto, a redugdo dos teores de gordura e
agua acarretou em aumento do teor de proteina (caseina)
nos requeijoes. Resultado semelhante foi encontrado
por Soares et al.’® e Cunha et al.*! na determinacgdo da
composi¢do centesimal de queijos com baixo teor de
gordura.

Assim, para um mesmo nivel do conteudo de
agua, o teor de extrato seco desengordurado aumentou
com a redugédo do teor de gordura, conforme observado
nas formula¢oes F2 e F3, as quais apresentaram aumento
de 13,85% para 19,76% do ESD quando o teor de
gordura foi reduzido de 16,40% para 10,50%. O mesmo
comportamento foi verificado para os requeijoes F6, F9
e F8 (67,50% A) e também para as formulagdes F1 e F4
(65,00% A).

O contetdo de agua também provocou alteragoes
no ESD dos requeijoes. Comparando as formulagoes
dentro do mesmo nivel de redu¢ao de gordura, verificou-
se que o ESD das formulagdes F1 e F2 aumentou de
13,85% para 18,06% quando o teor de dgua diminuiu
de 69,75% para 64,90%. O mesmo foi observado para as
formulagoes F5, F9 e F7 (13,70% G) e também para F3 e
F4 (10,20% G).

Assim, foi identificado que os teores de gordura e
de agua influenciaram inversamente o percentual de ESD
dos requeijoes, sendo que produtos com combinagdes

diferentes de gordura e agua (F1, F3 e F9) apresentaram
teores de ESD semelhantes (aproximadamente 19,30%),
devido a compensacao do contetido de dgua no teor de
ESD gerado pela redugio de gordura.

As formulagdes em que a redugido da gordura
nido foi acompanhada do aumento do teor de dgua
(F4, F7 e F8) apresentaram elevado contetido proteico
(aproximadamente 23,80% de ESD). Jd os requeijoes
que continham maiores percentuais de gordura e foram
combinados com niveis mais altos de agua (F2, F5 e F6)
apresentaram baixo teor de ESD (aproximadamente
14,70%).

Quanto ao valor calérico, o requeijao com menor
teor de gordura (10,20%) combinado com o maior teor de
agua (70,00%) apresentou menor energia que as demais
formulagdes, o que é muito interessante para a industria,
uma vez que este produto terd menor custo de produgédo
(menor utilizagdo de creme e de massa) e oferecera baixo
conteudo caldrico. Sem contar o apelo de marketing
devido ao fato de este requeijao apresentar uma redugdo
de 65% do teor de gordura do produto tradicional.

Textura instrumental

As formulagoes de requeijao apresentaram
diferencasignificativa (p <0,10) emrelagdoaspropriedades
de textura firmeza, gomosidade, mastigabilidade,
coesividade e elasticidade, pelo teste F. As médias obtidas
para cada amostra em relagdo a cada uma das medidas
instrumentais estao descritas na Tabela 2.

As formulacdes F4, F7 e F8 (elevado ESD) foram
caracterizadas por apresentarem maior intensidade das
propriedades firmeza, gomosidade, mastigabilidade e
elasticidade, e as formulagdes F2, F5 e F6 (baixo ESD), por
apresentarem menor intensidade desses parametros. Os
requeijoes F1, F3 e F9 (ESD intermedidrio) apresentaram

Tabela 2. Médias e desvios-padroes obtidos para as propriedades de textura dos requeijoes light adicionados de CPS

Propriedades de Textura

Amostras Firmeza Gomosidade Mastigabilidade Coesividade Elasticidade
(N) (N) 1)) (admensional) (mm)
F1 0,29 £ 0,05 0,25 £ 0,05 1,18 £ 0,44 0,87 £ 0,05 4,46 £ 1,08
182 0,02 +0,00 0,02 + 0,00 0,00 + 0,00 1,20 £ 0,32 0,00 + 0,00
F3 0,23 £0,01 0,08 £ 0,02 0,00 £ 0,00 0,96 £ 0,22 0,00 £ 0,00
F4 1,64 £ 0,12 1,26 + 0,04 8,78 £ 0,37 0,77 £ 0,08 6,95 = 0,41
F5 0,04 £ 0,01 -0,04 +£0,08 0,00 £ 0,00 -1,24 £ 2,40 0,00 £ 0,00
Fé6 0,02 £+ 0,00 0,03 + 0,02 0,00 + 0,00 1,45 £ 0,50 0,00 + 0,00
F7 1,93 + 0,20 1,42 + 0,06 10,09 + 0,84 0,74 + 0,07 7,10 £ 0,31
F8 2,34 £ 0,12 1,58 £ 0,11 10,51 + 0,84 0,67 + 0,04 6,66 + 0,17
F9 0.23+£0.01 0.23 +£0.06 0.92 +0.41 0,96 + 0,17 4,16 + 0,31
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intensidades intermedidrias das medidas instrumentais.
A combinagao entre diferentes teores de gordura e de
agua permitiu a obtencdo de produtos com diferentes
perfis de textura.

A influéncia dos constituintes gordura (G) e
agua (A) nas propriedades de textura dos requeijoes foi
modelada estatisticamente pelas equagoes (1) a (4):

o Firmeza = 18,1828 - 0,1663*G - 0,2260*A ; R? =
0,7072(1)

o Gomosidade = 13,8786 — 0,1251*G - 0,1751*A ;
R* = 0,7510(2)

» Mastigabilidade = 95,9890 - 0,7932*G - 1,2160*A
; R> = 0,7086(3)

o Flasticidade = 81,9766 — 0,4209*G - 1,0786*A ; R?
= 0,8796(4)

Os modelos foram testados quanto a falta de
ajuste e significancia dos parametros da regressio e
também apresentaram coeficiente de determinacdo (R?)
superior a 70%. Os efeitos de segundo grau e a intera¢ao
ndo foram significativos (p > 0,10), pelo teste t. Para a
propriedade coesividade, os pardmetros da regressdo
nao apresentaram significincia ao nivel de 10% de
probabilidade.

Verificou-se que todas as propriedades de textura
apresentaram influéncia negativa dos fatores gordura
e agua, o que se deve a relacdo destes constituintes
com o ESD - quanto menor o teor de gordura e de
agua, maior ¢ o conteudo de caseina, o que favorece as
interagdes proteina-proteina e causa o enrijecimento
da matriz proteica**?>. O incremento da intensidade
das propriedades de textura com a reducao do teor de
gordura dos requeijoes é consistente com os resultados
obtidos por estudos anteriores>*%*!.

As formulacoes F1, F3 e F9, teor intermedidrio
de ESD (aproximadamente 19,30%), apresentaram
intensidade moderada das propriedades de textura
devido a compensa¢ao do contetido de dgua no teor de
ESD gerado pela redu¢io de gordura.

E importante ressaltar que algumas formulagdes
apresentaram teor de agua acima do limite superior
permitido pelo Regulamento Técnico de Qualidade e
Identidade de Requeijao - RTIQ¥, o qual preconiza
o maximo de 65% de umidade no requeijao cremoso.
Porém verifica-se, por meio dos dados obtidos neste
trabalho, que na versao light este limite é inviavel, uma
vez que, atendendo ao requisito da composi¢do quimica,

obtém-se um produto fora das recomendagoes sensoriais
deste mesmo regulamento, o qual estabelece que o
requeijdo cremoso deve apresentar consisténcia untavel,
cremosa, fina e lisa.

Ressalta-se também que, ao reduzir a gordura
do requeijao, ainda que seja a redugdo minima, fica
impossivel atender ao requisito do RTIQ referente ao teor
de gordura (minimo de 55% de gordura no extrato seco)
sem que haja alteracOes sensoriais desagradaveis. Assim,
fica claro que a verséo light do produto deve atender aos
requisitos do regulamento técnico referente a informagao
nutricional complementar®”, e ndo as recomendagdes
técnicas do produto na versdo tradicional. O mesmo
procedimento foi utilizado por Baroni et al.**, Bosi®,
Gomes e Penna’*® no desenvolvimento de requeijao light.
Nessas pesquisas, foram obtidos requeijoes com cerca de
10% de gordura e 70% de agua, os quais nao atenderam
os requisitos do RTIQ¥, mas atenderam as exigéncias
contidas no regulamento técnico referente a informagéo
nutricional complementar®.

Verifica-se que o ajuste do teor de agua no
requeijao light adicionado de concentrado proteico de
soro possibilitou a recuperagdo da maciez do produto,
atributo perdido com a redugdo do teor de gordura. Este
efeito fica evidente ao se observar firmeza das formulacoes
em que o teor de 4gua ndo aumentou concomitantemente
aredugdo da gordura (F4, F7 e F8), as quais apresentaram
firmeza de aproximadamente 1,97 N, frente aos produtos
em que o teor de agua foi ajustado em func¢ao do nivel de
reduc¢io de gordura (F1, F3 e F9), apresentando firmeza
de aproximadamente 0,23 N.

Aceitabilidade sensorial dos requeijoes light

O mapa de preferéncia interno da textura dos
requeijoes esta apresentado na Figura 2. Observa-se
que o primeiro componente principal explicou 54,22%,
e o segundo, 21,72%, totalizando, portanto, 75,94% de
variancia entre as nove formulagoes de requeijao quanto
a aceita¢do da textura.

A separagdo espacial dos requeijoes sugere a
formagao de quatro grupos distintos de acordo com a
aceitacdo sensorial da textura, sendo um formado pelos
requeijoes F1, F3 e F9 (primeiro quadrante), outro,
pelas formulagoes F4, F7 e F8 (segundo quadrante), um
terceiro, pelo requeijao F2 (terceiro quadrante), e um
ultimo grupo constituido pelas formula¢oes F5 e F6.

Na Figura 2, cada ponto representa as correlagoes
entre os dados de aceitacdo de um consumidor e os dois
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primeiros componentes principais. Os consumidores
correlacionados com pelo menos um dos componentes
consideram diferencga na aceitagiao dos requeijoes. Dessa
forma, os consumidores localizados na regiao central do
grafico ndo estdo correlacionados com nenhum dos dois
componentes e, portanto, nao discriminam os requeijoes
quanto a aceitagdo. Observa-se na Figura 2 que poucos
consumidores localizaram-se na regido central e que a
maioria correlacionou positivamente com o primeiro
ou com o segundo componente, indicando que as
formulagdes F1, F3 e F9 foram mais aceitas pela maioria
dos consumidores.
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Figura 2. Representa¢do grafica das formulagoes de requeijao e dos
consumidores em relagao aos dois componentes principais

Os requeijoes F5 e F6 também foram aceitos,
porém por um grupo menor de consumidores; ja os
requeijoes F2, F4, F7 e F8 (situadas no segundo e terceiro
quadrantes) nao foram aceitos pelos consumidores em
relagao a textura.

A ndo aceitagio sensorial dos requeijoes
F4, F7 e F8 pode ser explicada pelo elevado teor de
ESD (aproximadamente 24,80%) desses produtos,
0s quais apresentaram matriz proteica muito firme
(aproximadamente 1,97 N), desfavorecendo a textura dos
requeijoes. Ja para o requeijao F2, o inverso foi verificado,
em que a elevagdo do teor de dgua a 70,00% combinada
com 17,30% de gordura resultou em alta dissolugao do
ESD, conferindo textura pouco firme (0,02 N) ao requeijao,
o que também prejudicou a aceitagdo do produto.

Verificou-se que os requeijoes F1, F3 e F9,
formulagdes com diferentes niveis de gordura, obtiveram
aceitagdo sensorial semelhante quando combinados
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com diferentes teores de agua, ou seja, o requeijao com
17,30% G e 65,00% A (F1) apresentou aceitabilidade
sensorial equivalente ao produto com 10,20 % G e 70,00
% A (F3) e, também, equivalente ao requeijao com
13,70% G e 67,50% A (F9). E importante ressaltar que
essas formulagdes apresentaram teores de ESD muito
proximos (aproximadamente 19,30%), o que evidencia
que a redugdo de gordura em requeijao deve ser aliada ao
aumento no teor de dgua para que ocorra equilibrio na
textura do produto.

Assim, o aumento do teor de égua concomitante
a redugdo de gordura no requeijao light adicionado de
concentrado proteico de soro possibilitou a recuperagdo
da maciez do produto e otimizou a aceitagdo da textura
do requeijao. A relagio existente entre o teor de ESD e a
aceitabilidade sensorial pode ser facilmente visualizada
na Figura 3, uma representagdo grafica da superficie de
resposta da aceitabilidade sensorial em fungao do teor de
gordura e agua.

©COONOOOHEWN =
Aceitabilidade Sensorial (escore)
5]

68

67 66

3 65
Teor de Agua (%)

Figura 3. Representag¢do grafica da analise de superficie de resposta
da aceitabilidade sensorial em fun¢io do teor de gordura e de dgua
do requeijao

Por meio da andlise de superficie de resposta
(ASR), é possivel identificar diversas combinagdes
entre gordura e dgua que atendam as expectativas dos
consumidores em relagio a textura dos requeijoes.
Assim, quanto menor ¢ o teor de gordura, maior deve ser
o contetdo de agua do produto para que este apresente
textura agradavel. Tal informagéo é de grande valia para as
industrias, pois sera possivel oferecer uma diversidade de
produtos que atendem as expectativas dos consumidores
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e ainda apresentam baixo custo de produc¢do (menor
quantidade de matéria-prima utilizada). Sem contar
as estratégias de marketing que poderdo ser realizadas
devido a possibilidade de produzir um requeijao com
baixo teor de gordura e com qualidade sensorial.

CONCLUSAO

Os teores de gordura e de agua influenciaram
as propriedades de textura avaliadas, indicando os
constituintes estudados como fatores determinantes da
textura de requeijao light.

Diferentes combinagdes de gordura e dgua
produziram requeijoes com propriedades de textura
semelhantes, evidenciando que a redu¢ao do teor de
gordura em requeijio deve ser aliada ao aumento
do conteudo de agua do produto final, para que
ocorra equilibrio no extrato seco desengordurado e,
consequentemente, na textura do requeijao.

A andlise de superficie de resposta possibilitou
identificar inumeras combinag¢bes entre gordura e agua
que atendem as expectativas dos consumidores quanto a
textura dos requeijoes, possibilitando o desenvolvimento
de produtos com diferentes niveis de redugdo de
gordura e com aceitabilidade sensorial semelhante. Tal
informagdo é de grande valia para as industrias, pois
podera oferecer grande diversificagdo de produtos que,
além de atenderem as expectativas dos consumidores,
apresentardo baixo custo de produgao.
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RESUMO

Neste estudo, foram analisadas a composi¢do quimica e a aceitabilidade de iogurte diet em que foram
acrescentados concentrado proteico do soro de leite (CPS) e diferentes concentragoes de doce de yacon
(DY). Foram desenvolvidas quatro formulagdes de iogurtes utilizando-se leite parcialmente desnatado,
1,5% de CPS, 1,1% de edulcorante, 1,0% de esséncia de salada de fruta e concentragdes de 8%, 15% e 25%
de DY. A composigido centesimal das quatro formulagoes foi analisada segundo os critérios da legislagdo
brasileira. A aceitabilidade das amostras foi avaliada por 82 consumidores e examinadas por meio de
andlise de regressao, com ajustamento de um modelo de regressio e mapa de preferéncia interno. Os
teores de proteinas em todas as formula¢des mostraram valores adequados conforme previsto na legislacao
brasileira. As formulagdes apresentaram valores abaixo de 2,9 g . 100 g nos teores de lipidios, sendo
classificadas como produtos parcialmente desnatados. Quanto maior a adi¢do de doce de yacon, maior foi
a aceitacdo do iogurte pelos consumidores. Desta forma, os iogurtes desenvolvidos atendem as exigéncias
do mercado consumidor atual, que deseja produtos com boa qualidade sensorial e nutricional, capazes de
agregar vantagens de alimentos funcionais e trazer beneficios a saude.

Palavras-chave. concentrado proteico de soro, yacon, iogurte.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the chemical composition and acceptability of diet yogurt formulated by
adding whey protein concentrate (WPC) and different concentrations of sweet yacon. Four formulations
of yogurt were developed using partially skimmed milk, 1.5% of WPC, 1.1% of sweetener, 1.0% of fruit
salad essence and concentrations of 8%, 15% and 25% of sweet yacon. The chemical composition of
four formulations was analyzed according to the Brazilian regulation criteria. The acceptability of the
formulations was evaluated by 82 consumers. The results were evaluated by means of analysis of variance
and regression, and using an internal preference mapping. In all the formulations, the protein showed
appropriate values as required by the Brazilian regulation. Regarding fat contents, the formulations
showed values below 2.9 g x 100 g, being classified as partially skimmed product. The higher was the
sweet yacon addition, the greater was the yogurt acceptance by consumers. The developed yogurts comply
with the requirements of the current consumer market, which cares for products with high nutritional and
sensory qualities, and to combine the advantage of functional foods and health benefits.

Keywords. whey protein concentrate, yacon, yogurt.
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INTRODUCAO

Grande parte das industrias alimenticias no
Brasil tem encontrado na inovagdo de produtos a chave
para a sobrevivéncia no mercado. Uma forte tendéncia
¢ o lancamento de produtos que, além da alta qualidade
sensorial e nutricional, apresentem beneficios associados
asaude, os denominados alimentos funcionais'. Dentre os
alimentos cujas alegagdes de saide tém sido amplamente
divulgadas destaca-se o iogurte, pois, além de ser um
produto de consumo rapido e pratico, de facil aceitagdo
e rico em nutrientes, possui qualidades sensoriais e
de saude associadas. Alguns estudos reconhecem as
caracteristicas nutricionais do iogurte e a presenga de
uma série de fatores multidimensionais implicados na
promogao da satide humana®*. Além dos tipos de iogurte
ja considerados tradicionais, como os aromatizados,
liquidos, com pedagos de frutas e desnatados, a evolugédo
tecnoldgica da produgdo conduziu a entrada de novos
produtos, com maior valor nutricional agregado, que
progressivamente tém conquistado os consumidores*.

O concentrado proteico do soro de leite (CPS)
vem sendo aplicado em diversos produtos dietéticos
devido a suas propriedades funcionais tecnoldgicas,
entre as quais agir mimetizando a gordura’, apresentar
boa solubilidade, a capacidade emulsificante, geleificante
e de retencdo de ar, adequadas viscosidade e adesividade
e a capacidade de realgar cor, sabor e textura®’.

Além das propriedades tecnoldgicas, as proteinas
do soro sdo dealto valor bioldgico, facil digestao, excelente
eficiéncia metabdlica e ricas em aminoacidos sulfurados.
Possuem propriedades funcionais, como: facilitar a agdo
das proteinas e enzimas digestivas no organismo humano,
melhorar o sistema imunoldgico, reduzir o colesterol
sérico, facilitar a absor¢do de célcio, fosforo, ferro e ser
fonte de galactose, que é importante na sintese de tecidos
nervosos e cerebrosideos em criangas®’.

Assim como as proteinas do soro, a raiz de yacon
(Smallanthus sonchifolius) também possui alegagao de
saude, sendo considerada alimento funcional devido,
principalmente, a seu elevado contetido de frutanos
do tipo inulina e fruto-oligossacarideos (FOS) como
carboidratos de reserva'®. A importancia da inulina e
do FOS deve-se ao fato de esses compostos sofrerem
minima (< 10%) hidrdlise enzimdtica no intestino
delgado. Assim, eles entram no intestino grosso e sao
quase completamente metabolizados pela microflora.
Quando fermentados, tendem a favorecer a producédo de
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acidos graxos de cadeia curta, como o acido propidnico,
o qual, por sua vez, diminui a rela¢ao acido acético-acido
propionico, levando a diminui¢do do colesterol sérico
total e da LDL, que sdo importantes fatores de risco para
doenga arterial coronariana'’.

Dentre os beneficios para a satude humana
associados ao consumo de yacon, podem ser citados: valor
energético reduzido; eliminagao de bactérias patogénicas e
putrefativas por efeito da multiplicagdo das bifidobactérias;
reducido dos lipidios no sangue; aumento da absor¢do
de minerais como calcio, magnésio e ferro; inibicdo dos
estagios iniciais do céncer de colon; e diminui¢iao da
velocidade de absor¢ao dos aguicares'. Diante disso, sugere-
se que tais efeitos podem estar associados a prevencao de
diversas doencas cronicas nio transmissiveis.

Com base nessas alegagdes, o presente trabalho
teve como objetivo desenvolver iogurte diet acrescido de
concentrado proteico do soro de leite e doce de yacon
e avaliar o efeito desses ingredientes na composi¢ao
quimica e na aceitabilidade sensorial do produto,
visando proporcionar ao consumidor uma nova op¢ao de
produto fermentado enriquecido com proteinas de alto
valor biologico e fibras alimentares, especialmente FOS,
e que apresente boas caracteristicas sensoriais.

MATERIAL E METODOS

Processamento do doce de yacon

O processamento do doce de yacon foi obtido a
partir das raizes in natura, adquiridas no comércio local
de Vigosa-MG. As raizes foram lavadas em dgua corrente,
descascadas manualmente, picadas em cubos de 0,5 cm
de espessura e imersas em solugao aquosa contendo 0,1%
de bissulfito de s6dio por 15 minutos. Posteriormente,
as raizes em cubos foram adicionadas de 4,5% (p/p) de
edulcorante em pd, ciclamato de sodio e sacarina sodica,
e submetidas a cocgao até atingir 33 °Brix, obtendo um
completo cozimento dos pedagos de yacon. O doce de
yacon (DY) foi acondicionado em vasilhame inox e
armazenado sob temperatura de refrigeracdo (4 °C) até a
elaboragao do iogurte.

Processamento do iogurte com CPS e doce de yacon

O preparo do iogurte foi conduzido segundo
o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Trés
concentragdes de doce de yacon (8%, 15% e 25%) foram
adicionadas aos iogurtes formulados a partir de leite
parcialmente desnatado, CPS, edulcorantes ciclamato
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de sodio e sacarina sddica e esséncia de salada de fruta
(Tabela 1). Além dessas trés formulagoes de iogurte,
foi desenvolvida uma mistura-base diferenciada apenas
pela auséncia do doce de yacon (controle). A utilizagao
de 1,5% de CPS nos iogurtes foi definida com base nos
estudos conduzidos por Ribeiro" e Bastiani*.

Tabela 1. Proporgao dos ingredientes nas formulagoes de iogurtes diet
adicionados de doce de yacon e de concentrado proteico do soro de
leite (CPS)

Concentragao dos Iogurtes

ingredientes Controle 8 % DY* 15 % DY* 25 % DY*
Leite parcialmente 100 100 100 100
desnatado

Doce de yacon - 8,0 15,0 25,0
CPS 1,5 1,5 1,5 1,5
Edulcorante 1,1 1,1 1,1 1,1
Esséncia de salada de 1.0 1.0 1.0 1.0
frutas

* DY - Doce de yacon.

As quatro formulagdes de iogurte foram
processadas em escala piloto, utilizando iogurteira de
aco inoxidavel com capacidade para 20 L (Biasinox).
No processamento do iogurte, o CPS foi previamente
homogeneizado em 1 L de leite parcialmente desnatado
utilizando um agitador mecanico (Omni Macro ES Digital
Programmable Homogenizer) a4.000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, a mistura homogeneizada foi adicionada
ao restante do leite e submetida a tratamento térmico a
83 °C por 30 minutos. Apds aquecimento, a mistura foi
resfriada até 42 °C e acrescida de 0,3% de fermento latico
contendo culturas de Lactobacillus delbriieckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus para iniciar o
processo de fermentagdo. Esse processo ocorreu por
aproximadamente 6 horas, até a mistura atingir acidez
titulavel de 0,70% a 0,75% de 4cido latico. Em seguida,
procedeu-se ao resfriamento até a temperatura de 37
°C, para, entao, realizar a quebra da massa, a adi¢do dos
edulcorantes e da esséncia de salada de fruta, até a completa
homogeneizagao do iogurte. Ao final, adicionou-se o
doce de yacon nas concentragdes de 8%, 15% e 25% nos
iogurtes, homogeneizando manualmente. Os produtos
obtidos foram envasados em garrafas de polietileno com
capacidade de 860 mL e armazenados a 4 °C.

Determinagdo da composi¢io quimica centesimal e

valor calérico dos iogurtes com CPS e doce de yacon
As amostras de iogurte foram liofilizadas em

equipamento semi-industrial (modelo Super Modulyo,

marca Edwards), para posterior avaliagdio quimica. A
umidade foi determinada calculando-se a diferenca do
peso antes e apds aliofilizagdo das amostras deiogurtes. Os
teores de lipidios, proteinas e cinzas foram determinados
seguindo as metodologias propostas pela AOAC™.

Os teores de FOS e de fibra alimentar total
(somatdrio de fibras insoluveis, soluveis, FOS e inulina)
foram determinados a partir dos resultados obtidos
por Vasconcelos et al.’’, que estudaram a composi¢do
centesimal de yacon adquirido na mesma origem do
yacon utilizado neste trabalho.

FOS e inulina sdo consideradas fibras soluveis,
mas, no yacon, esses carboidratos apresentam grau de
polimerizacao (GP) entre 3 e 10 mondmeros', o que
dificulta sua quantifica¢io por métodos enzimatico-
gravimétricos, que sdo capazes de determinar apenas
a fragao soltvel da fibra com GP maior ou igual a 12"
Assim, para determinagdo de fibra alimentar total em
alimentos contendo frutanos, deve-se somar a quantidade
de fibras soluveis e insoluveis determinada pelo método
enzimatico-gravimétrico com outro método que detecta
separadamente os mondmeros de GP menor que 12".

O conteudo de fibra alimentar total e,
consequentemente, FOS ndo foi utilizado no somatério
da composi¢ao centesimal, visto que estes constituintes
sdo considerados carboidratos.

O total de carboidratos de cada iogurte foi obtido
pela diferenca entre o total da amostra (100%) e os teores
de umidade, proteinas, lipidios e cinzas. O valor caldrico
dos iogurtes desenvolvidos foi calculado utilizando-se
os coeficientes de Atwater, que considera 4 kcal/g para
proteinas e carboidratos e 9 kcal/g para lipidios'.

Aceitabilidade sensorial dos iogurtes com CPS e doce
de yacon

A anilise sensorial foi realizada por meio do teste
de aceitacdo utilizando escala heddnica estruturada de
nove pontos, variando de “desgostei muitissimo” (nota 1)
a “gostei muitissimo” (nota 9)" em um supermercado
de Vigosa-MG. A aceitagdo global foi avaliada por 82
consumidores, na faixa etaria de 15 a 60 anos, sendo 67%
do sexo feminino. Amostras dos quatro iogurtes foram
servidas monadicamente, em ordem aleatoria, em copos
descartaveis de 50 mL identificados com codigos de trés
digitos, juntamente com a ficha de avaliagdo e um copo
de agua filtrada para cada consumidor.

Os resultados do teste de aceitagdo foram avaliados
por andlise estatistica univariada (Analise de Variancia -
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Anovaeregressaoa5% de probabilidade) utilizando modelo
de delineamento em blocos casualizados (DBC), com 4
formulagdes de iogurte e 82 consumidores. Os resultados
também foram avaliados por meio da técnica multivariada
mapa de preferéncia interno (MPI), na qual os dados do
teste de aceita¢do foram organizados numa matriz, com as
amostras nas linhas e os consumidores nas colunas, e entio
submetidos a andlise de componentes principais (ACP).
Os resultados foram expressos em um grafico de dispersao
das amostras em relagao aos dois primeiros componentes
principais e representando os loadings (cargas) da ACP
(correlacdes dos dados de cada consumidor com os dois
primeiros componentes principais)®. Os resultados do
teste de aceitagao foram analisados utilizando o programa
estatistico SAS* (Statistical Analysis System) versao 9.1,
licenciado para a Universidade Federal de Vigosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composi¢ao quimica centesimal e valor caldrico dos
iogurtes com CPS e doce de yacon

Os resultados das andlises de composi¢do quimica
centesimal dos iogurtes estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios, desvio-padrao da composicao centesimal e
valor calérico dos iogurtes com CPS e doce de yacon

Componentes (%) logurtes

Controle 8% DY* 15% DY* 25 % DY*
Umidade 87,8 87,8 87,7 87,6
Proteina 4,0+£0,06 3,1+0,04 29+0,04 29=+0,04
Cinzas 0,9 +£0,010 0,9 +0,001 0,9 +0,005 0,8+0,010
Lipidios 1,4+0,12 1,2+0,07 1,2+0,06 1,0+0,10
Carboidratos 5,9 7,0 7,2 7,7
f;lt’arlifhmentar 0,0 0,2 0,4 0,7
FOS** 0,0 0,1 0,2 0,3
Valor cal6rico*** 52,0 51,4 51,4 51,3

*Doce de yacon.

**Calculado conforme concentragio na polpa de yacon'.

*** Valor calérico (kcal/100 g), calculado a partir dos resultados de
proteina, lipidios e carboidratos.

Desvio-padrao foi obtido a partir da média de duas repeti¢oes de cada
iogurte.

Os iogurtes elaborados apresentaram elevado
teor de umidade (superior a 87,6%), valor muito
proximo ao encontrado em iogurte natural desnatado
(89,2%), conforme apresentado pela Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (Taco)?.

Apesar da adigdo de raiz de yacon ter reduzido,
em média, 26% o teor de proteina, todos os iogurtes
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elaborados apresentaram teores deste nutriente igual ou
superior a 2,9 g.100 g, atendendo ao estabelecido pela
legislagao brasileira em vigor®.

O teor de cinzas presente nos iogurtes foi
semelhante a quantidade apresentada na Taco® para
iogurte natural, exceto para o iogurte com 25% de doce de
yacon. Esse fato pode ser decorrente da baixa quantidade
de cinzas presentes nas raizes de yacon, visto que sua
matéria seca é composta basicamente de carboidratos'>*.
Assim, a adigdo de maior quantidade de doce de yacon
permitiu substituir parte do teor de cinzas presentes
no iogurte por carboidratos existentes em elevada
quantidade no mesmo; comportamento semelhante foi
observado em relagao aos teores de proteinas e lipidios.

Observou-se redugdo média de 19% no teor de
lipidios nos iogurtes com yacon, porém as formulagdes
apresentaram teores entre a faixade0,6a2,9 g.100 g’l, que
os classificam como parcialmente desnatado, de acordo
com a Resolug¢do n. 5, de 13 de novembro de 2000, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento®.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (Anvisa)®, sdo considerados alimentos com
alegagdo de propriedades funcionais ou de satde aqueles
capazes de fornecer 1,5 g de FOS ou de fibra alimentar
total por por¢ao do produto liquido. Sendo a porgao de
iogurte equivalente a 200 mL, apenas o iogurte com 25%
de doce de yacon alcangou quantidade muito préxima
ao recomendado pela legislagdo quanto ao teor de fibra
alimentar total (1,4 g.200 mL"). Nos demais iogurtes,
apesar de ndo poderem ser considerados fonte de FOS
ou de fibras, a presenca desses constituintes nos produtos
desenvolvidos pode auxiliar na promogéo da saude.

A obtengdo do doce de yacon, por meio do
processo de coc¢do da raiz, permite o aumento da
concentragdo dos componentes funcionais, FOS e inulina,
visto que esses constituintes das fibras alimentares sdo
estaveis a temperaturas superiores a 140 °C*, e, além
disso, o processo de coc¢do também permite a inativagdo
de enzimas responsaveis pela degradagao enzimatica de
FOS em glicose e frutose*. Essas vantagens em relagdo ao
processamento do doce de yacon indicam a possibilidade
de uso do mesmo como ingrediente em uma ampla
variedade de produtos, agregando diversos beneficios a
saude do consumidor.

A adi¢ao de doce de yacon nas formulagdes
aumentou, em média, 24% o teor de carboidratos dos
iogurtes (Tabela 2). Destaca-se que, diferentemente da
maioria dos tubérculos que armazenam carboidratos
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na forma de amido, o yacon armazena, principalmente,
fruto-oligossacarideos (FOS), agticares que nido podem
ser digeridos pelas enzimas do trato digestério e sdo
considerados compostos bioativos na alimentacio
humana®.

Diante da variagdo dos componentes nutricionais
dos iogurtes, foram ajustados modelos de regressio
ao nivel de 5% de probabilidade para predizer o
comportamento de proteinas, lipidios, fibra alimentar
total e FOS em funcdo da quantidade de doce de yacon
utilizada no presente estudo (Tabela 3).

Tabela 3. Modelos de equagao de regressio da variagdo do teor
de proteinas, lipidios, fibra alimentar total e FOS em fungdo da
concentragdo de doce de yacon (X) e seus respectivos coeficientes de
determinacio (R?) e niveis de probabilidade (p)

Modelo de

Componente . R’ Prob > F
regressao

Proteinas 4,01 - 0,35X 0,68 0,0024

Lipidios 2,09 - 0,02X 0,94 0,0005

Fibra alimentar total 0,0293X 0,99 0,0062

FOS 0,0112X 0,99 <0,0001

X = doce de yacon.

Comoaumentodoteordedocedeyacon,observou-
se redugdo linear da quantidade tanto de proteinas
quanto de lipidios. Como as raizes de yacon possuem
quantidades bastante reduzidas desses componentes, ja
era esperado que a adi¢do do doce de yacon contribuisse
para a reducdo da quantidade dos mesmos, e assim, quanto
maior a adi¢do do doce, maior também serd a reducio de
proteinas e lipidios no iogurte. A quantidade de proteinas
sofreu reducgdo consideravel do iogurte de controle para
os iogurtes com doce de yacon. A adi¢do de CPS permitiu
que a quantidade presente no iogurte nao ficasse aquém da
recomendada pela legislagao brasileira.

Em relagdo a quantidade de fibra alimentar total
e FOS, observou-se o contrario, ou seja, com o aumento
do doce de yacon no iogurte, tem-se o aumento linear
com efeito positivo desses componentes, sugerindo
que quantidades de doce de yacon maiores do que as
estudadas neste trabalho podem tornar o iogurte um
produto fonte de fibra alimentar total e/ou de FOS.

A adigdo de doce de yacon ao iogurte nao
apresentou diferenca significativa ao nivel de 5% de
probabilidade para teor de carboidratos, mas percebe-se
que houve uma tendéncia em aumentar esse constituinte
com o aumento da concentracio do doce. Esse resultado
sugere que, ao nivel de probabilidade analisado, o
aumento nao mostrou-se relevante.

O acréscimo de diferentes concentracdes de
yacon nos iogurtes nao alterou de forma consideravel o
valor calérico das formulagoes, que variou de 51,3 kcal
a 51,4 kcal (Tabela 2), em comparagdo ao iogurte de
controle (52,0 kcal), demonstrando pequena contribuigdo
dos componentes caléricos do doce de yacon ao iogurte
quando utilizados como ingredientes. No entanto,
em comparagdo com alguns iogurtes saborizados,
apresentados na Taco?, que variaram de 68 e 70 kcal.100
g, houve redugao do valor calérico dos iogurtes com
doce de yacon, evidenciando mais uma vantagem da
adi¢do desse ingrediente ao produto.

Aceitabilidade dos iogurtes com CPS e doce de yacon

Todos os iogurtes avaliados apresentaram
aceitagdo média alocadas entre os termos hedonicos
“gostei extremamente” e “gostei ligeiramente”, sendo as
notas referentes a esses termos dadas por 85,4%, 92,7%,
95,1% e 96,3% dos consumidores para os iogurtes
de controle, com 8%, 15% e 25% de doce de yacon,
respectivamente.

Considerando que neste estudo a aceitagao foi
significativamente (p < 0,05) diferente paraas formulagdes
de iogurte estudadas, foi gerado um modelo de regressao
para predizer a tendéncia da aceitagao dos iogurtes em
relagao a quantidade de doce de yacon adicionada. Tal
equagdo esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados médios (n = 82), desvio-padriao e modelo de
regressdo da avaliagdo da aceitagdo sensorial dos iogurtes com e sem
doce de yacon em fung¢do da quantidade de doce de yacon (X) e seus
respectivos coeficiente de determinacio (R?) e nivel de probabilidade (p)

Média + Modelo d
Iogurte .e “ 5 oce 0~ ¢ R Prob > F
desvio-padrdao  regressio
Controle 7,0+ 1,5
8 % DY* 74+1,3
7,08 +0,02X 0,8817 0,0016

15 % DY* 75+ 1,1 *

25 % DY* 7,6 £ 1,2

*DY = doce de yacon.

O modelo apresentou falta de ajuste ndo
significativo, coeficiente de regressdo significativo e alto
coeficiente de determinagio (R?), indicando que ele pode
ser usado para predizer o comportamento da aceitagdo
dos iogurtes dentro do intervalo de variagao estudado.

A partir do modelo gerado, observa-se o
ajustamento de uma equagdo com efeito linear positivo,
demonstrando que, quanto maior a concentra¢ao de
doce de yacon nas formulagdes de iogurte, maior é sua
aceitagao.
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Outra forma de visualizar os resultados do teste
de aceitacao foi por meio da constru¢io do mapa de
preferéncia interno (MPI), em que o primeiro componente
principal explicou 55%, e o segundo, 27%, totalizando
82% da variancia entre as amostras, sendo suficientes para
discriminar as amostras quanto a aceitagao (Figura 1).
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[ controle; 8% doce de yacon; A 15 % de doce de yacon; B 25 %
de doce de yacon.

Figura 1. Mapa de Preferéncia Interno para as quatro formulagdes de
iogurte com doce de yacon e concentrado protéico do soro de leite em
relagdo a aceitagao pelos consumidores

A separagao espacial das formulagoes de iogurtes
confirma a andlise de variancia, que demonstrou que
existe diferenca entre elas quanto a aceitagdo, havendo
a formagdo de trés grupos distintos, sendo um formado
pelos iogurtes com 15% e 25% de doce de yacon, e os
outros dois, pelo iogurte com 8% de doce de yacon e o
iogurte de controle (Figura 1).

Cada ponto no grafico representa a correlagio
entre os dados de aceitacdo de um consumidor e os dois
primeiros componentes principais. A correlagio dos
consumidores com pelo menos um dos componentes
indica diferenca na aceitagdo dos iogurtes.

No MPI, os consumidores estio localizados
proximos as amostras de que eles mais gostaram.
Desta forma, as amostras com 15% e 25% de doce de
yacon foram as mais aceitas pelos consumidores, pois
correlacionaram positivamente com o primeiro ou
com o segundo componente principal. Corroborando a
equacdo de regressdo, quanto maior a adi¢cao de doce de
yacon, maior foi a aceitagao do produto.

Esses resultados sdao bastante interessantes, pois
sugerem que a adi¢cdo do doce de yacon e do concentrado
proteico de soro de leite ao iogurte conferiu ao produto
caracteristicas sensoriais agradaveis ao consumidor.
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Qualidades sensoriais agregadas a funcionalidade
do produto podem ter efeito bastante promissor no
mercado, pois atendem a demanda do consumidor atual
por produtos desse tipo.

CONCLUSAO

O concentrado proteico do soro de leite e o doce
de yacon propiciaram o desenvolvimento de iogurtes com
baixo valor energético, reduzido teor de carboidratos e
contendo fibras alimentares, em especial, FOS, além de
caracteristicas sensoriais agradaveis ao consumidor.

A concentragao de doce de yacon apresentou-se
diretamente relacionada com a aceitagdo dos iogurtes,
visto que, quanto maior a adicdo, maior foi a aceitagdo
dos mesmos pelos consumidores.

Os iogurtes desenvolvidos ndo apresentaram
adequagdo da quantidade de fibras ou FOS para serem
considerados alimentos com alega¢do funcional. No
entanto, devido a sua aceita¢do, sugere-se, em estudos
futuros, a adi¢ao de maior quantidade do doce de yacon,
ou mesmo desse produto de forma mais concentrada
para que se alcance a quantidade recomendada desses
componentes funcionais.

Assim, conclui-se com esse estudo que a adi¢ao
de CPS e doce de yacon constituem boa alternativa de
ingredientes funcionais que podem ser adicionados ao
iogurte.
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RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido um leite caprino fermentado adicionado de doce de umbu, e sua
aceitabilidade foi avaliada para pesquisar alternativas tecnoldgicas de aproveitamento do leite caprino e do
umbu. As etapas da elaboragdo consistiram em medi¢ao do leite, adi¢do de leite em p6 e amido modificado,
tratamento térmico, resfriamento, inoculagdo da cultura “starter’, fermentacio, resfriamento, quebra da
coalhada e adi¢do do doce de umbu. Foram elaborados trés produtos diferentes nos teores do doce de
umbu: Amostra A, 25%; Amostra B, 27%; e Amostra C, 30%. Realizou-se o teste sensorial com potenciais
consumidores, servindo-se amostras aleatoriamente, de forma monadica, com o mesmo nimero de vezes
na mesma ordem de apresentac¢io. Os atributos obtiveram boas notas, correspondendo na escola hedénica
a “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente’, cujas avaliagdes ndo diferiram significativamente entre
as amostras. A variacdo de 2,5% no teor de doce de umbu néo afetou as propriedades sensoriais das
amostras. Os leites fermentados de cabra mostraram estar em conformidade com a legislagdo brasileira
para produto elaborado com leite de vaca, e, portanto, esses produtos constituem boas op¢des para a
industria de laticinios. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para obter produtos com melhores
caracteristicas sensoriais.

Palavras-chaves. andlise sensorial, leite de cabra fermentado, frutas nativas, umbu.

ABSTRACT

In this study, a fermented umbu-flavored goat milk was developed, and its acceptance was evaluated
aiming at achieving an alternative for making use of goat milk and umbu marmalade. The fermented
milk production stages consisted of milk measuring, addition of powdered milk and modified starch,
thermal treatment, cooling, inoculation into starter culture, fermentation, cooling, curdled milk split,
and umbu marmalade addition. Three different products were made with different quantities of umbu:
Sample A, 25%; Sample B, 27%; and Sample C, 30%. Sensorial characteristics were assessed by potential
consumers, and the samples were randomly served, in a monadic form, the same number of times, in the
same presentation order. The attributes received good rankings, which corresponded to the hedonic scale
of “I slightly liked it” and “I liked it moderately”. No significant difference among the samples acceptance
was found. The variation of 2.5% in the umbu marmalade contents did not affect the sensorial qualities of
fermented milk. The fermented goat milks were in compliance with the Brazilian legislation for products
made from cow milk. Goat milk showed to be a good option for dairy industries; however, further studies
should be performed to get products with improved sensorial characteristics.

Keywords. sensory analysis, fermented goat milk, native fruits, umbu.
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INTRODUCAO

O mercado dispde de uma grande variedade de
leites fermentados com adi¢des de uma ou varias frutas,
destacando-se o iogurte, que é o mais conhecido, de maior
aceitacdo' e encontrado em diversas formas e nomes® O
iogurte ganhou maior aceitagdo a partir de 1960, com a
adigdo de frutas para atenuar o sabor acido?®, pois nem
todos os consumidores gostam do produto natural®.

No Brasil, o consumo de iogurte é pequeno (3,0
kg/ano por pessoa) em relagdo com a Franga, o Uruguai
e a Argentina (7 a 19 kg/ano)?, sendo o consumo urbano
300% superior ao rural®. A fabricagdo e o consumo de
leites fermentados cresceram consideravelmente nos
ultimos anos devido ao apelo de alimento funcional’.

Os leites fermentados sdao produzidos mediante
acao de um ou varios cultivos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  casei, Bifidobacterium sp., Streptococus
salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias
acidolacticas que contribuem com caracteristicas
do produto®. Os produtos feitos com essas bactérias
apresentam grande aceitagdo, excelente valor nutritivo e
constituem veiculos em potencial para probidticos’.

No  desenvolvimento ou  melhoramento
de produtos é crucial o estudo da aceitagio pelos
consumidores. Os testes afetivos requerem uma equipe
numerosa de participantes e que represente a populagio
de consumidores atuais e/ou potenciais do produto. Um
dos métodos mais empregados para medir a aceitagao
¢ a escala hedonica, na qual o consumidor expressa sua
opinido numa escala que varia gradativamente com base
nos termos “gosta” e “desgosta”. A escala hedonica
estruturada de nove pontos é provavelmente mais
utilizada devido a confiabilidade, validade dos resultados
e simplicidade em ser utilizada pelos provadores'. Os
valores hedénicos sao avaliados mediante analise de
variancia ou distribui¢ao de frequéncia.

Estudos de andlise sensorial revelam que
os produtos com adigoes de frutas sio bem aceitos.
Foram bem apreciados nos testes de avaliagdo sensorial
produtos sabor araticum, cagaita e mangaba'’; araticum,
buriti, cagaita, jatoba, mangaba e pequi’*'; e café". No
Brasil, o sabor mais consumido é o de morango, devido
principalmente a cor da fruta'®.

O leite de cabra e o umbu sio produtos
tradicionais do Nordeste brasileiro. O leite caprino é
produzido em pequena escala e, muitas vezes, processado
em condigbes artesanais no préprio capril. O leito

caprino é recomendado na dieta infantil, de idosos e nos
casos de alergia ao leite de vaca'. No entanto, seu sabor
e odor caracteristicos comprometem a aceitabilidade'®.
O umbu é um fruto de sabor peculiar, pouco explorado
comercialmente e apresenta importancia econdmica
devido a seu uso na forma de sucos, licores, umbuzada,
doces e ao consumo da fruta in natura®.

Considerando-se o interesse dos consumidores
por alimentos saudaveis, nutritivos e saborosos, bem
como a importincia dos produtos lacteos na nutrigdo
humana, e visando a encontrar alternativas tecnoldgicas
que proporcionem o aproveitamento dos frutos de umbu
e o emprego do leite de cabra — o que pode gerar aumento
do consumo e agregacdo de valores dessas matérias-
primas, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
leite fermentado caprino adicionado de doce de umbu e
avaliar sua aceitabilidade.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima e ingredientes

Para o processamento do leite fermentado
caprino, utilizou-se uma cultura lictea liofilizada
probidtica, contendo Lc. acidophilus, Bifidobacterium sp.
e St. thermophilus da Chr. Hansen, leite de cabra em pé
(Caprilac), amido modificado de mandioca (Gemacon) e
frutos do umbuzeiro, com grau de maturagio de “de vez”
a maduro, adquiridos em feiras livres de Joao Pessoa-PB.

Preparo do doce de umbu

Os frutos de umbu foram selecionados, lavados
e higienizados com solu¢ao de hipoclorito de so6dio (100
ppm/10 min) e, em seguida, despolpados. O doce foi
elaborado a partir da cocgdo da mistura da polpa de umbu
e agucar cristal, numa proporgao de 4:6, até atingir 56
°Brix. Em seguida, o produto foi embalado em recipiente
de vidro, tampado e armazenado a temperatura de + 5
°C.

Analises fisico-quimicas do leite e dos produtos
elaborados

As analises fisico-quimicas das amostras de leite
e dos leites fermentados foram realizadas conforme
normas analiticas®. A acidez tituldvel foi determinada
por titulagio com NaOH 1/9N, com os resultados
expressos em dacido lactico; proteina, pelo método de
Kjeldahl, usando-se o fator de correcdo 6,38; gordura,
pelo método de Gerber; cinzas, por incineragdo em
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forno mufla a 550 °C; lactose, por diferenca e extrato
seco total mediante a diferenca de 100; e o valor do teor
de umidade, determinado por secagem em estufa. O
experimento foi repetido trés vezes, e as analises foram
realizadas em triplicata.

Elaboracao dos leites fermentados

A elaborac¢do do leite fermentado consistiu na
medigdo doleite caprino, adigdo de 2% deleite caprino em
p6 e 1% de amido modificado, calculados em relagdo ao
volume do leite a ser processado. A mistura foi submetida
a tratamento térmico (90 °C/10 min), resfriamento a
43 °C e inoculacio da cultura “starter” a taxa de 0,08%
(p/v). O leite inoculado foi incubado a 42 + 1 °C, em
sistema de banho-maria, até atingir pH em torno de 4,6
e 0,60% de acidez, o que ocorria aproximadamente apds
quatro horas de fermentagao. O produto foi resfriado até
10 °C e, em seguida, armazenado sob refrigeracao. Apds
oito horas, procedeu-se a quebra da coalhada, agitando a
massa de forma mecanica e adicionando o doce de umbu
também refrigerado. Foram elaborados trés produtos
diferentes quanto aos teores do doce adicionado:
Amostra A, 25%; Amostra B, 27%; e Amostra C, 30%. Os
produtos foram envasados e armazenados a temperatura
de 6 °C.

Anélise sensorial

O teste de aceita¢do foi realizado no laboratério
de Anilise Sensorial do Centro de Tecnologia, da
Universidade Federal da Paraiba, apds aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa (HULW-UFPB, Protocolo
325/10), no periodo da manha, das 09h00 as 11h00,
com potenciais consumidores. O painel sensorial foi
selecionado entre estudantes e servidores da UFPB, por
meio de um questionario com base na frequéncia de
consumo do produto, na disponibilidade e no interesse
em participar do teste sensorial.

Os produtos foram apresentados aos provadores
aleatoriamente, de forma monddica, com todas as
amostras aparecendo o mesmo numero de vezes,
numa mesma ordem de apresentagdo. As amostras
foram analisadas cinco dias apds a elaboragao e foram
servidas, em temperatura aproximada de 8 °C, em copos
descartaveis codificados com trés digitos e acompanhadas
de dgua mineral, conforme recomendado por Faria e
Yotsuyanagi®'.

Os provadores receberam as amostras juntamente
com uma escala hedonica de nove pontos (9 = gostei
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muitissimo; 1 = desgostei muitissimo) para analisar
os atributos aparéncia, cor, aroma, consisténcia, sabor
e avaliagdo global; e uma escala de cinco pontos (5 =
compraria; 1 = jamais compraria) para avaliar a intenc¢do
de compra.

Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise
de variadncia (Anova), e as médias diferentes foram
comparadas ao teste de Tukey, p < 0,05, conforme Stone
e Sidel'! e Meilgaard et al.?, usando o programa SPSS
for Windows Evaluation Version - 14.0%, e a intencao
de compra, por meio da frequéncia das notas atribuidas
pelos provadores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O leite caprino empregado na elaboragdo das
amostras de leite fermentado apresentou os seguintes
valores médios nas caracteristicas fisico-quimicas: pH
6,39; acidez 0,15%; lipideos 2,55%; proteina 2,84%;
lactose 4,78%; cinzas 0,64%; e 10,34% de extrato seco
total.

Os valores da composi¢io quimica do leite de
cabra foram considerados normais conforme os requisitos
minimos de qualidade do leite de cabra para consumo
humano*, podendo ser usado no processamento do leite
fermentado, exceto quanto ao teor de cinzas, que foi um
pouco menor.

Segundo  Ferreira®, as modificagbes na
composi¢do doleite,bem como o emprego deleiteintegral,
desnatado, parcialmente desnatado, fortificado (com
leite em po, soro em po6) ou modificado (deslactosado),
podem atender aos aspectos econdmicos e também de
aceitacdo. Nos ensaios preliminares, as amostras de leite
fermentado apresentaram consisténcia semiliquida,
com caracteristica bebivel. Entdo, foram selecionadas
condi¢des de ensaio para encontrar um produto de
consisténcia parecida ao produto elaborado com leite
de vaca, que é mais conhecido pelos consumidores,
optando-se pela adigdo de 2% de leite caprino em po6 e
1% de amido modificado.

Na Tabela 1, estdo representados os resultados
das andlises fisico-quimicas das amostras dos leites
fermentados caprino sabor umbu.
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Tabela 1. Valores médios das andlises fisico-quimicas das amostras de
leite fermentado caprino sabor umbu

Amostras Proteina (g/100 g) Gordura (g/100 g) Acidez (g/100 g)

A 3,51 £0,14° 2,9 £ 0,09 0,86 +0,01°
B 3,29 +£0,18° 3,0 £0,03* 0,94 + 0,00
C 3,23 £0,05° 3,0 £ 0,00* 0,92 +0,02°

Valores com letras iguais na mesma coluna néo apresentam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre si

Os resultados das analises fisico-quimicas das
amostras estao de acordo com os padroes estabelecidos
pela legislacdo para o produto elaborado com leite de
vaca, que estabelece 3,0% a 5,9% de gordura (produto
integral), no minimo 2,9% de proteinas e 0,6% a 2,0% de
acidez, sendo que os teores de gordura e proteina poderao
ser inferiores nos produtos com adi¢des®.

O painel sensorial foi formado por 42 provadores,
sendo 22 homens e 20 mulheres, na faixa etdria de 18 a 30
anos, 85,71% universitarios e 14,29% pds-graduandos. A
grande maioria (90,48%) dos provadores consome leite
fermentado pelo menos uma vez por semana. A maioria
(71,43%) prefere o produto adicionado de sabores ao
produto natural, sendo os preferidos os sabores morango,
ameixa e frutas vermelhas. Os provadores tém por habito
consumir leite fermentado integral de leite de vaca no
café da manha, no lanche e como sobremesa.

Os valores médios das notas atribuidas pelos
provadores no teste de aceitabilidade do leite fermentado
caprino sabor umbu estao na Tabela 2.

Os atributos sensoriais obtiveram boa aceitacio,
registrando-se valores médios entre 6,07 a 7,17, o que
corresponde na escala hedonica a “gostei ligeiramente”
e “gostei moderadamente” Conforme Anzaldda-
Morale®, a opinido dos provadores deve ser analisada
considerando-se os valores médios que resultam dos
outros degustadores, por tratar-se de uma andlise
subjetiva em que cada consumidor apresenta sensagoes
diferentes ao provar um alimento.

Nos atributos sensoriais analisados, nao houve
diferengasignificativa (p <0,05) entreasamostras, podendo-
se afirmar que os teores de 25%, 27% e 30% do doce de umbu
nas formulagdes ndo afetaram as propriedades sensoriais do

leite fermentado. Os atributos aparéncia, cor e consisténcia
alcancaram os mais altos valores, o que representa um
resultado positivo. A primeira impressao do consumidor
sobre os alimentos esta relacionada com a aparéncia, sendo
rejeitados os produtos de aparéncia ruim?”. Viscosidade e
consisténcia também podem determinar a aceitagdo por
parte dos consumidores?®.

As frutas melhoram o valor nutricional do
produto e conferem caracteristicas sensoriais peculiares
e intensas. Os atributos aroma e sabor deste trabalho
alcancaram boa aceitagdo, possivelmente relacionada a
contribui¢do do doce de umbu, uma vez que as maiores
pontuagdes do aroma (6,90) e sabor (6,35) foram para
o produto contendo maior teor do doce, mesmo nao
havendo diferenca (p <0,05) entre asamostras. A presen¢a
do doce de umbu pode ter mascarado as caracteristicas
sensoriais do leite caprino. Entretanto, alguns provadores
declararam perceber um gosto estranho ao engolir o
produto, e outros sentiram um sabor salgado.

De maneira geral, as amostras do leite fermentado
com adicdes de doce de umbu obtiveram boa aceitacio,
podendo ser uma interessante op¢ao para a industria
de laticinio. Sobre os leites fermentados com adi¢des de
frutas, Oliveira et al.'* encontraram boa aceitacdo nos
produtos adicionados de polpa de araticum. Rocha et
al."? relataram que iogurtes de leite bubalino adicionados
de frutos do cerrado alcancaram boa aceitacdo. Bakirci et
al.?’ concluiram que os produtos adicionados de puré de
banana foram preferidos em relacao ao de controle.

Geralmente, os estudos apontam que produtos de
leite de cabra apresentam menor aceitabilidade que os de
leite bovino. Estudando leite fermentado caprino natural,
Martin-Diana et al. * encontraram menor aceitagao que
o produto bovino devido a sua textura liquida e ao sabor
nao tipico de iogurte. Rojas-Castro et al.* analisaram a
aceitacdo de iogurtes elaborados com uma mistura de
leite vaca e cabra e constataram menor aceitagdo para o
produto que continha 100% de leite caprino.

O aroma e sabor caracteristicos nos produtos
caprinos parecem relacionar-se a concentragao de acidos
graxos de cadeia curta® e aos compostos liberados na

Tabela 2. Valores médios das propriedades sensoriais das amostras de leite fermentado caprino sabor umbu

Amostras Aparéncia Cor Aroma Consisténcia Sabor

A 7,17 £1,23° 6,93 +1,33° 6,57 +1,33° 6,81 +1,31° 6,07 £ 1,61°
B 7,00 £ 1,29 7,09 £ 1,30* 6,69 + 1,33* 7,02 +1,30* 6,19 £1,37*
C 7,09 £1,19° 7,12 +1,31° 6,90 + 1,26° 7,14 £1,32° 6,35 = 1,64°

Valores com letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenga estatistica (p < 0,05) entre si
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fermentacdo, como o dcido lactico, acetaldeido, diacetil,
acido acético e outras substincias volateis®®. Além disso,
o sabor também ¢é afetado por alteragdes como protedlise,
lipolise, glicdlise, liberagdo de compostos nitrogenados
ndo proteicos, aminoacidos livres, acidos graxos livres e
amoOnia*.

O leite de cabra ndo deveria ser rejeitado pelo
seu odor, atribuido aos acidos graxos de cadeia curta e
média, pois, quando adequadamente manipulado, é de
dificil distingao do leite bovino. Os problemas com odor
ocorrem quando a membrana dos globulos de gordura
se rompe, liberando os acidos que podem ser atacados
por lipases®. Outro aspecto diz respeito aos estabulos
malcheirosos e alimentos odoriferos que podem
intensificar o gosto tipico do leite caprino, tornando-o
mais forte e indesejavel®.

Em relagio a inten¢do de compra, 30,95%,
35,71% e 42,86% dos consumidores optaram pelas notas 4
(provavelmente compraria) e 5 (compraria) nas amostras
A, B e C respectivamente, representando que mais de
um ter¢o dos provadores podem adquirir os produtos
se estiverem no mercado. Quanto a sentenca “talvez
comprasse’, 40,48%, 40,48% e 23,81% dos provadores
escolheram os produtos A, B e C, respectivamente, o que
pode denotar certa davida por parte dos provadores ao
optar por aquisi¢do dos produtos, e isso provavelmente
esta relacionado ao habito de consumo de produtos
lacteos bovinos.

CONCLUSAO

Os resultados da caracterizacio dos leites
fermentados de cabra estdo em conformidade com os
padroes estabelecidos pela legislagio brasileira para
iogurte elaborado com leite de vaca. Os resultados do teste
sensorial mostraram boas notas nos atributos sensoriais,
0 que constitui boa aceitagdo junto ao consumidor.
Entende-se, contudo, que o produto requer mais pesquisas
para atingir melhores caracteristicas sensoriais, visando
a obter maiores pontuagdes na inten¢do de compra e se
tornar uma opgao viavel para o setor lacteo.
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RESUMO

O presente trabalho trata da avaliagdo sensorial de formula¢des de iogurte de sabor morango elaboradas
com misturas dos leites bubalino e caprino, por meio de andlise descritiva quantitativa (ADQ) em
associagdo ao teste de aceita¢do por escala heddnica. Foram avaliadas 5 amostras contendo diferentes
proporgdes de leite caprino e bubalino: C (100% leite de cabra), 7C3B (70% leite de cabra e 30% leite de
bufala), 5C5B (50% leite de cabra e 50% leite de bufala), 3C7B (30% leite de cabra e 70% leite de bufala)
e B (100% leite de bufala). Os resultados da ADQ mostraram que o iogurte produzido somente com
leite bubalino (B) apresentou-se mais firme e dcido do que os demais. Todas as amostras desenvolvidas
pela mistura dos dois tipos de leites obtiveram escores sensoriais de aceitagdo semelhantes. Esses dados
mostraram que a adi¢do do leite de bufala ao leite caprino pode ser uma estratégia eficiente na elaboragéo
de um novo produto com consisténcia mais adequada e sabor agradavel.

Palavras-chave. iogurte, leite caprino, leite bubalino, analise descritiva quantitativa, teste de aceitagao.

ABSTRACT

This research deals with sensory evaluation of a strawberry-flavored yoghurt made from caprine, bubaline
and caprine-bubaline milk mixtures by using the quantitative and descriptive analysis (QDA) and the
sensory acceptance test. 5 experimental milk groups were assessed: C (100% caprine milk), 7C3B (70%
caprine milk and 30% bubaline milk), 5C5B (50% caprine milk and 50% bubaline milk), 3C7B (30%
caprine milk and 70% bubaline milk) and B (100% bubaline milk). According to QDA results, the yoghurt
made from bubaline milk (group B) showed highest firmness and acidity than all other milk sample
groups. All the experimental groups made from the mixtures of two milks achieved similar good sensory
scores. These findings evidenced that the mixture of caprine and bubaline milks might be an efficient
strategy to produce a new dairy product with good consistency and pleasant flavor.

Keywords. yoghurt, goat milk, buffalo milk, quantitative and descriptive analysis, sensory acceptance.

140 Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(1):140-7



Bezerra MF, Correia RTP. Andlise descritiva quantitativa e aceitacdo sensorial de iogurte obtido pela mistura de leite caprino e bubalino.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(1):140-7.

INTRODUCAO

O iogurte ocupa importante posi¢io no mercado
de bebidas lacteas em funcdo de suas reconhecidas
caracteristicas nutricionais e sensoriais. No Brasil, o
iogurte é produzido predominantemente a partir de
leite bovino, apesar de outros tipos de leite apresentarem
potencial para serem utilizados com sucesso'".

ONordeste temsido,aolongo dosanos,a principal
regido brasileira produtora de leite caprino, com 66,74%
da produgao total em 2006*. O leite de cabra é considerado
hipoalergénico, tendo em vista que a proteina a caseina,
reportada por alguns estudiosos como principal proteina
responsavel por desencadear processos alergénicos™,
encontra-se em pequena quantidade ou ausente®. Além
disso, apresenta proteinas e gorduras com caracteristicas
diferenciadas, que conferem ao produto vantagens
nutricionais e maior digestibilidade®'.

O iogurte produzido a partir do leite caprino
apresenta problemas tecnoldgicos associados ao coagulo
pouco firme e sabor diferenciado, que dificultam sua
aceitagdo no mercado®'. A fragilidade do coagulo
do iogurte caprino, apontada por varios autores'>', é
justificada pelas caracteristicas intrinsecas desse tipo de
leite, tais como menor teor de caseina, maior dispersdo
micelar, presenca de calcio coloidal, entre outros’*™.
Sobre isso, Domagala'® afirma que as condigdes de
processamento,bem comoacomposi¢idoe/oupropriedades
do leite caprino a ser utilizado para a produgdo de iogurte,
precisam ser ajustadas com o objetivo de se obter produto
final com textura apropriada e sinerese reduzida.

Estratégias possiveis para contornar o problema
seriam a adi¢do de solidos, a utilizacio de cepas
produtoras de exopolissacarideos, a concentragdo por
membrana ou misturas de leites*'>'”. No que diz respeito
a essa ultima alternativa, estudos foram conduzidos com
sucesso a partir de mistura de leites de diferentes espécies
animais>'»'®", de forma a aproveitar as caracteristicas
inerentes a cada matéria-prima lactea em prol de um
produto final com caracteristicas apropriadas. Na
literatura, é possivel encontrar trabalhos abordando
a produgdo de iogurte pela mistura com leite ovino ou
bovino, mas ndo foram encontrados relatos de associa¢do
dos leites caprino e bubalino, este reconhecido por
proporcionar maior consisténcia aos iogurtes do que
aqueles elaborados com leites de outras espécies, devido
a seu elevado teor de sélidos totais?* . Além disso, o leite
de bufala apresenta alto rendimento industrial e, quando

comparado ao leite bovino, possui globulos de gordura
com didmetros superiores e maior presen¢a de calcio e
fosfato inorganico nas micelas proteicas™.

Tendo em vista as caracteristicas intrinsecas
dos leites caprino e bubalino™*?, decidiu-se avaliar
sensorialmente o iogurte produzido pela mistura de
diferentes proporcoes de leites caprino e bubalino.
Para isso, foi utilizada a técnica da andlise descritiva
quantitativa (ADQ) em associagdo ao teste afetivo de
aceitagdo utilizando a escala heddnica de nove pontos.
Pretende-se com isso obter informacgdes sobre as
caracteristicas sensoriais de um novo tipo de iogurte
que tira proveito das caracteristicas individuais desses
dois tipos de leite, os quais, apesar de todo seu potencial
tecnoldgico, ainda sdo pouco explorados comercialmente
no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Material

O leite de bufala pasteurizado foi adquirido
de unidade produtora localizada no municipio de
Taipu-RN. O leite de cabra pasteurizado utilizado na
pesquisa foi proveniente da Associagdo dos Pequenos
Agropecuaristas do Sertdio de Angicos (Apasa),
sediada no municipio de Angicos-RN, e da Fazenda
Estancia Caprichosa, em Macaiba-RN. Os leites foram
acondicionados em embalagens plasticas de 1 litro e
mantidos sob refrigeragao até sua utilizagao.

Foi utilizado fermento latico contendo as culturas
liofilizadas Streptococcus termophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus Y 4.50B (Sacco Fermentos,
Brasil), preparado de morango (Gemacon Ltda., Brasil) e
sacarose adquirida no comércio local.

Elaborac¢ao dos iogurtes

A preparagao do iogurte foi baseada em Correia
et al”® com modificagdes. O indculo foi preparado
mediante dilui¢do em cadmara asséptica da cultura starter
Sacco Y4.50B (5UC) em 500 mL de leite UHT (ultra high
temperature). O material foi acondicionado em tubos
Eppendorf de 2 mL e submetidos a congelamento até o uso.

Os iogurtes foram desenvolvidos a partir de leite
de cabra, leite de bufala e mistura dos dois, constituindo
cinco grupos experimentais (C: 100% leite de cabra;
7C3B: 70% leite de cabra e 30% leite de bufala; 5C5B:
50% leite de cabra e 50% leite de bufala; 3C7B: 30% leite
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de cabra e 70% leite de bufala; B: 100% leite de bufala). A
cada uma das misturas lacteas, adicionou-se 8% (p/p) de
sacarose, propor¢ao definida a partir dos resultados de
testes sensoriais prévios. A mistura foi homogeneizada
e submetida a tratamento térmico a 90 °C durante 15
minutos e, em seguida, resfriada rapidamente até 42
°C. Nessa temperatura, foram adicionados 3% (v/v) de
preparado de morango e 4 mL de indculo. Optou-se
por adicionar o preparado de morango anteriormente
a etapa de fermentagdo, tendo como base experimentos
preliminares que demonstraram cor mais intensa e
desejavel para o iogurte final produzido dessa forma.
Apds a homogeneizagio, a mistura foi acondicionada em
recipientes de vidro e levada a cdmara de fermentagio
(Tecnal, Brasil) com temperatura controlada de 42 °C.
O procedimento experimental foi repetido quatro vezes
para cada grupo experimental.

Andlise descritiva quantitativa (ADQ)
Foi utilizado o método de andlise descritiva
quantitativa com julgadores treinados para determinar

o perfil sensorial de cada amostra de iogurte®. Os testes
foram realizados em cabines individuais com iluminacao
adequada. As amostras foram apresentadas em porgdes
de 20 g em recipientes plasticos descartaveis codificados
com numeros de trés digitos, aproximadamente a
temperatura de 12 °C.

Para o levantamento inicial de descritores do
iogurte sabor morango, foram apresentadas duas amostras
obtidas no comércio, que representavam o universo de
variagdo entre as amostras a serem analisadas no que se
refere a aparéncia, aroma, textura e sabor. As amostras
foram apresentadas simultaneamente, solicitando ao
julgador que descrevesse as similaridades e as diferencas
entre elas quanto a aparéncia, aroma, textura e sabor.
Apds a avaliagdo realizada por cada julgador, o grupo se
reuniu sob a supervisao de um moderador, no intuito de
agrupar os termos semelhantes e eliminar aqueles que
ndo eram percebidos pela maioria dos julgadores. Em
seguida, foi preparada ficha de avaliacio contendo os
termos descritos escolhidos em consenso pela equipe
(Figura 1). Nessa etapa, foi também elaborada uma lista

Tabela 1. Definigdo dos termos descritivos e materiais de referéncia para iogurte sabor morango produzido a partir de leite caprino, bubalino

e suas misturas

Descritores Defini¢ao Referéncias
Aparéncia
Tonalidade que varia do rosa claro ao Claro: preparo de morango diluidCf né,i proporgao 1/ 8? g deleite bovir.lo
Cor rosa Escuro: preparado de morango diluido na proporgao 4/20 g de leite
rosa escuro .
bovino
Aroma

Aroma de morango Aroma caracteristico de morango

Sabor
Sabor de cabra Sabor caracteristico de leite de cabra

Sabor caracteristico de iogurte natural

Acido

decorrente da presenca de acido latico
Doce Sabor associado a presenca de sacarose
Morango Sabor de preparado de morango
Textura

A Firmeza, textura espessa, encorpado
Consisténcia firme ’ pessa, p

. Visual uniforme, presenca de uma sé
Homogeneidade , ,Ap ; ¢
fase continua, auséncia de grumos

Fraco: iogurte natural
Forte: preparado de morango diluido na propor¢ao 4/20 g de iogurte
natural

Nenhum: leite bovino

Muito: leite caprino

Nenhum: leite bovino

Muito: iogurte natural

Pouco: iogurte natural adicionado de 1% de sacarose

Muito: iogurte natural adicionado de 20% de sacarose

Pouco: iogurte natural

Muito: preparado de morango diluido na proporg¢do 1/10 g de iogurte
natural

Pouco: iogurte natural diluido na proporgédo de 1/1 g de dgua

Muito: sobremesa lactea desenvolvida com queijo petit suisse e polpa
de morango

Pouco: mingau de amido de milho com grumos (1 g de leite em pé, 1
g de amido de milho e 10 mL de dgua)

Muito: iogurte natural
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Nome:

Data:

Prove cuidadosamente as amostras de iogurte que estdo sendo apresentadas. Marque com um traco a

intensidade percebida do atributo. Obrigada.

|

muito intenso

|

muito intenso

muito intenso

|

muito intenso

muito intenso

muito intenso

muito intenso

APARENCIA

Cor rosa |
pouco

AROMA

Aroma de morango |

) pouco

FLAVOUR

Flavour de cabra |
pouco

SABOR

Sabor acido |
pouco

Sabor doce |
pouco

Sabor de morango |
pouco

TEXTURA

Consisténcia firme |
pouco

Homogeneidade |
pouco

muito intenso

Figura 1. Ficha utilizada no treinamento e avaliagdo das amostras de iogurte sabor morango produzidas a partir de leite caprino, bubalino e

suas misturas

de defini¢cdes dos termos descritivos, com as respectivas
referéncias para melhor uniformizar a avaliacdo dos
julgadores (Tabela 1).

Em seguida, realizou-se o treinamento dos
julgadores, por meio da avaliagdo das amostras
experimentais de iogurte sabor morango. Os julgadores
receberam a ficha de andlise elaborada na etapa anterior,
os materiais de referéncia e a relacdo de descritores com
suas respectivas defini¢des. O treinamento foi encerrado
quando os julgadores demonstraram = suficiente
compreensao dos conceitos e habilidade em avaliar
as amostras por meio da ficha de avaliagdo. A partir
dos resultados do treinamento, foi realizada andlise
de variancia para os resultados de cada julgador para
cada atributo. Os julgadores que apresentaram poder
discriminatério (p < 0,50), reprodutibilidade nos

amostras

julgamentos (prepemes > 0,05) e consenso com os demais
membros do grupo foram selecionados para compor a
equipe treinada e definitiva.

O perfil sensorial das cinco amostras de iogurte
foi avaliado pelos oito julgadores selecionados, de forma
que a intensidade de cada descritor foi determinada
por meio de escala ndo estruturada de 9 centimetros.
Foi utilizado o delineamento em blocos completos com
trés repeticoes, usando-se a técnica de apresentagdo
monadica.

Teste de aceitacao

A aceitagdo das amostras de iogurte foi avaliada
por 60 consumidores de iogurte, com idades entre 18 e
60 anos, conforme Borges et al.". O teste foi realizado
em cabines individuais, sob condi¢cdes controladas (luz
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branca, temperatura entre 20 e 25 °C e auséncia de
ruidos). Cada julgador recebeu as amostras em copos
plasticos descartaveis codificados com numeros de
trés digitos aleatdrios, avaliando-as por meio da escala
hedonica de nove pontos ancoradas nos extremos 1
(desgostei muitissimo) e 9 (gostei muitissimo) para os
atributos aparéncia, aroma, consisténcia e sabor.

Analise estatistica

Os resultados da ADQ e aceitacio foram
submetidos a analise de variadncia (Anova) seguida pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. A correlagao entre
variaveis foi determinada pelo coeficiente de Pearson,
considerando-se 5% de significancia. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Statistica 7.0 (Tucsa, Estados Unidos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise descritiva quantitativa (ADQ)

Os escores médios da ADQ obtidos a partir da
avaliacdo dos julgadores para cada atributo encontram-
se na Tabela 2. Observou-se que entre os grupos
experimentais nao existem diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05) para a cor rosa, sabor morango
e homogeneidade.

Tabela 2. Médias obtidas por meio da ADQ dos atributos sensoriais
para iogurte sabor morango produzido a partir de leite caprino,
bubalino e suas misturas

TRATAMENTOS
DESCRITORES
C 7C3B  5C5C 3C7B B

Cor rosa 4,712 4,222 4,52 3,63 4,06*
Aroma de morango 4,81°  4,64° 3,622 3,89*° 294°
Flavour de cabra 5,14° 5,16° 4,93b 4,920 474>
Sabor acido 1,87* 2,88 2,20%° 3,31*>  3,58"
Sabor doce 7,25*  5,32° 5,54° 4,88%  3,46°
Sabor morango 5,03*  5,27° 4,84° 4,83*  4,09*°
Consisténcia firme 0,85 3,00° 4,76¢ 6,00c  8,04¢
Homogeneidade 4,79*  5,39° 5,69° 4,76*  5,15°

a,b,c,d - médias em uma mesma linha acompanhadas de letras
diferentes diferem entre si (p < 0,05)

C: 100% leite de cabra; 7C3B: 70% leite de cabra e 30% leite de bufala;
5C5B: 50% leite de cabra e 50% leite de bufala; 3C7B: 30% leite de
cabra e 70% leite de bufala; B: 100% leite de bufala.
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O aroma de morango apresentou tendéncia a
diminuir a medida que se aumenta a concentragao de
leite bubalino. Nesse atributo, a média da amostra C
(4,81) foi estatisticamente diferente (p < 0,05) da média
da amostra B (2,94). Comportamento idéntico foi
observado para o sabor de cabra, o que ja era esperado,
uma vez que tal caracteristica é intrinseca aos produtos
derivados do leite caprino e acontece em fun¢ido da
alta concentragdo de acidos graxos de cadeia curta'>*.
Vale salientar que o sabor do leite caprino pode ser
influenciado pelo tipo de alimentagao do rebanho, que
pode proporcionar variagdes nas concentragdes dessas
substancias volateis®**'.

O iogurte com maior percentagem de leite
caprino foi apontado como menos acido (p < 0,05)
do que a amostra com maior teor de leite bubalino. A
acidez inicial do leite é profundamente influenciada
pelo tipo de raga do qual foi obtido>", ao passo que a
acidez desenvolvida durante o processo fermentativo
esta relacionada ao metabolismo dos carboidratos pelas
culturas laticas utilizadas, o qual pode variar frente
a diferentes tipos de leite ou como consequéncia de
diferentes concentracoes de solidos totais®>*.

Da mesma forma, a percep¢iao do sabor doce
foi maior nos grupos com maior concentragdo de leite
caprino utilizado na formulagdo dos iogurtes (p < 0,05),
sendo que nao se observaram diferencas estatisticas
entre os iogurtes desenvolvidos a partir da mistura dos
dois leites (7C3B, 5C5B, 3C7B). Idéntica quantidade de
sacarose foi adicionada a cada um dos grupos estudados,
o que leva a supor que outros componentes presentes no
leite e suas interagdes possam modificar a identificagdo
do sabor. Acredita-se também que a concentragéo inicial
de lactose presente na matéria-prima teria importancia
reduzida, tendo em vista o baixo poder edulcorante
da lactose® e as pequenas variagdes no teor de lactose
reportadas na literatura entre esses dois tipos de leite*"*>.

Foram observados escores sensoriais crescentes
para a consisténcia firme com o aumento da concentragao
de leite bubalino. Os valores médios de consisténcia
firme significativamente superiores para as amostras
com maiores quantidades de leite bubalino (p < 0,05)
sao explicados pela maior concentra¢io de gordura
e solidos totais deste tipo de leite’’, que favorece a
formacao de coagulo mais firme"?. Além disso, o escore
médio significantemente inferior (p < 0,05) relativo a
consisténcia do produto obtido para o iogurte produzido
somente com leite caprino confirma os relatos existente na
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literatura, que apontam o ja comentado coagulo fragil do
iogurte caprino®'?. Sabe-se que a estrutura fisico-quimica
do leite caprino, que possui globulos de gordura de menor
diametro, micelas de proteinas menores e quantidade de
a, caseina reduzida ou ausente, proporciona a formagao
de coagulo mais suave e fragil®'".

Operfil sensorial paraascincoamostrasdeiogurte
sabor morango é mostrado na Figura 2, em que as médias
de intensidade para cada termo descritor sao dispostas
em eixos distintos. O ponto zero da escala é representado
no centro da figura, e a intensidade dos atributos aumenta
do centro para a periferia. O perfil sensorial é revelado ao
se fazerem ligagOes entre os pontos. Pode-se perceber que
o iogurte bubalino (amostra B) se destaca com maiores
notas para consisténcia firme e sabor acido, enquanto
o iogurte caprino apresenta valores superiores para os
demais atributos, com exce¢do da homogeneidade, em
que a amostra 5C5B alcangou a maior média (5,69).
Quanto aos iogurtes obtidos pelas misturas dos dois
tipos de leite, a amostra 5C5B atingiu valores médios
intermedidrios para os atributos analisados.

Corrosa
9

Homogeneidade Aroma morango

8
7
6
5

—0=C
~===7C3B
Consisténcia

firme Flavourcabra ...g..5c58

Sabor morango Sabor dcido

Sabor doce

Figura 2. Perfil sensorial dos grupos experimentais de iogurte
produzido a partir de leite caprino, bubalino e suas misturas (C: 100%
leite de cabra; 7C3B: 70% leite de cabra e 30% leite de bufala; 5C5B: 50%
leite de cabra e 50% leite de bufala; 3C7B: 30% leite de cabra e 70% leite
de bufala; B: 100% leite de bufala)

Apesar da reconhecida contribuic¢do
socioecondmica da caprinocultura para as pequenas
comunidades  rurais, ainda existem  entraves
mercadolédgicos que dificultam a plena comercializagdo
dos produtos derivados de caprinos, nao s6 no Brasil,
mas em outras partes do mundo®®*. Apesar disso, existe
um segmento de consumidores que consomem o leite de
cabra em virtude do conhecimento de suas reconhecidas
qualidades nutricionais, além daqueles que o utilizam
como substituto ao leite bovino, em func¢ao de problemas

de intolerancia. Os produtos caprinos sofreram ao longo
dos anos atribuicbes negativas, tais como alegagdes
relacionadas a seu sabor e aroma®?*, que contribuiram
para discriminagdo e resisténcia ao consumo do leite
caprino e seus derivados de forma mais ampla. Levando
em consideragdo tais aspectos, defende-se que o mercado
de leite e derivados caprinos poderia ser incrementado
se o sabor de seus produtos fosse atraente e suave, o que
pode ser alcangado pelo desenvolvimento de produtos
centrados no equacionamento de seus atributos
sensoriais®.

Teste de aceitacao dos iogurtes sabor morango

Na Tabela 3, as médias obtidas no teste de
aceitacdo sdo exibidas para os cinco grupos de iogurte em
analise. Os escores referentes a aceitacdo para o iogurte
C ficaram entre “indiferente” e “gostei regularmente’,
notas inferiores (p < 0,05) ao julgamento obtido para
o iogurte B, em praticamente todos os itens, exceto
aparéncia. No que diz respeito aos iogurtes elaborados
com misturas de leites, de maneira geral, estes receberam
avaliacdo entre 6 e 7 para os atributos considerados, o
que representa opinides entre “gostei ligeiramente” e
“gostei regularmente”.

De maneira similar ao observado no teste ADQ,
os jogurtes alcancaram maiores notas a medida que
se aumentou a adi¢do de leite de bufala, desempenho
esperado em fung¢do do maior teor de solidos do leite
bubalino, que confere, sobretudo, melhor aparéncia,
textura e, mais especiﬁcamente, consisténcia. Este
ultimo é um importante critério para avaliacdo da
qualidade global de iogurte, sobretudo para o iogurte
de consisténcia firme, objeto da presente pesquisa. Os
resultados mostram que a mistura com leite de bufala
pode ser uma estratégia eficiente no sentido de gerar
produto lacteo misto com consisténcia mais adequada
que aquele obtido somente com leite caprino. Os
resultados da ADQ mostram que o escore sensorial
relativo a consisténcia pode ser incrementado cerca de
cinco vezes ao se promover a mistura dos leites caprino e
bubalino na propor¢ao 1:1, ou mesmo mais de seis vezes
ao se utilizar a proporg¢do de mistura de 3:7. Tendéncia
similar é observada nos resultados do teste de aceitacdo,
os quais revelam valores estatisticamente superiores para
0 3C7B do que para o iogurte C (p < 0,05) no atributo
consisténcia.

O efeito positivo do teor de sélidos totais sobre
a consisténcia do iogurte ja foi observado®. De forma
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Tabela 3. Médias e respectivos desvios-padrao dos escores sensoriais obtidos no teste de aceitacdo dos iogurtes elaborados a partir de leite de

cabra, de bufala e suas misturas

Atribut Tratamentos
ibutos

C 7C3B 5C5B 3C7B B
Aparéncia 6,45 + 0,75b¢ 7,02 + 0,55%b< 6,21 + 0,78 6,58 + 0,380 7,33 £0,18°
Aroma 6,38 + 0,59° 6,71 + 0,44 6,45 + 0,35 6,37 +0,42° 7,30 + 0,57°
Consisténcia 5,03 £ 1,15* 6,10 + 0,25%" 6,20 + 0,66° 6,47 + 0,49°¢ 7,38 £0,28°
Sabor 5,34 + 0,49° 5,64 + 0,60*" 5,43 + 0,49° 6,10 + 0,91*° 6,63 + 0,45°

a,b,c — Letras diferentes em uma mesma linha indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05)
C: 100% leite de cabra; 7C3B: 70% leite de cabra e 30% leite de bufala; 5C5B: 50% leite de cabra e 50% leite de bufala; 3C7B: 30% leite de cabra e

70% leite de bufala; B: 100% leite de bufala.

similar, Vargas et al."', ao analisarem iogurtes elaborados
a partir da mistura de leite de cabra e vaca, relataram
que, quanto maijor a quantidade de leite de cabra, menor
consisténcia apresentou o coagulo. Da mesma forma,
Hafemann et al.'¥, quando estudaram iogurte bubalino,
bovino e misturas dos dois, observaram textura mais
firme nos iogurtes com leite de bufala. Essa caracteristica
intrinseca do leite bubalino dispensa adi¢ao de leite em
po, procedimento usual para melhorar a consisténcia
de iogurte de leite de vaca e indispensavel para iogurte
caprino. De maneira semelhante, Stelios e Emmanuel®
mostraram previamente que € possivel diminuir a sinérese
e melhorar a textura e a aceitagdo global do iogurte
caprino mediante a adi¢ao de leite ovino ao leite caprino.

Os escores dos iogurtes produzidos a partir das
misturasapresentaramvalores semelhantes paraoatributo
sabor (p > 0,05), mas os grupos C e B sdo estatisticamente
diferentes (p < 0,05). O sabor diferenciado do iogurte
caprino, muitas vezes reportado como atipico, resulta
nao s6 da maior concentragao de acidos graxos de cadeia
curta, mas também da baixa producdo de acetaldeido
durante o processo fermentativo'’.

Acredita-se que as caracteristicas sensoriais
do iogurte aqui propostos podem ser valorizadas e/ou
incrementadas com adi¢ao de elementos que favorecam
aparéncia, consisténcia, aroma e sabor, como frutas,
mel e preparados especiais desenvolvidos para leites
fermentados, além da adicao de solidos lacteos ou nao.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos na presente pesquisa
permitem concluir que a adi¢do de leite bubalino ao
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leite caprino proporcionou melhor avalia¢do sensorial,
principalmente nas caracteristicas relacionadas a sabor e
consisténcia.

Os resultados da analise descritiva quantitativa
(ADQ) revelaram diferencas estatisticas significativas
(p < 0,05) entre os iogurtes elaborados somente com
leite caprino e bubalino. No teste de aceitagao, o iogurte
produzido apenas a partir de leite caprino alcangou
baixos escores sensoriais para consisténcia e sabor. No
Brasil, a industrializagdo do leite caprino ainda ¢ limitada
na maioria dos estados produtores. Nao hé variedade de
produtos disponiveis no mercado, e existe necessidade
de pesquisas que apontem para tecnologias voltadas para
esse tipo de leite, bem como uma maior divulgagdo de
seus beneficios a saude. Acredita-se que a mistura de leite
caprino e bubalino consiste em uma alternativa viavel
para o desenvolvimento de formula¢des de iogurtes, de
forma a contornar os problemas tecnologicos associados
ao coagulo pouco firme e ao sabor do iogurte caprino.
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RESUMO

No Brasil, sio comumente comercializadas formulagdes fitoterdpicas emagrecedoras adicionadas de
substancias sintéticas ndo declaradas, o que constitui um grave problema de satide publica. No presente
trabalho, foram analisadas amostras de formulagdes emagrecedoras naturais com suspeita de adi¢do
de substéncias anorexigenas, ansioliticas e/ou antidepressivas apreendidas pela Geréncia de Vigilancia
Sanitaria em Medicamentos e Congéneres/Servigo de Vigilancia Sanitaria de Minas Gerais (GVMC/SVS-
MG). Por meio de ensaios cromaticos e do teste de espuma foi constatada a auséncia de pelo menos uma
classe dos metabdlitos secunddrios pesquisados (flavonoides, saponinas e quinonas) em todas as amostras
analisadas. A presenga de femproporex, fluoxetina e clordiazepdxido, em forma isolada ou em associagao
foi detectada em todas as amostras por meio de CG-EM. As amostras analisadas em sua totalidade foram
discordantes dos padrées de qualidade aceitaveis, em virtude de adigdo ndo declarada de substincias
sintéticas em sua composic¢do, além de associa¢do de anorexigeno e ansiolitico, o que nao ¢ permitido
pela legislagio vigente. Comprovou-se, assim, a necessidade premente de um sistema de fiscalizagao
mais atuante em relagdo a produtos irregulares comercializados, juntamente com a conscientizagao dos
profissionais da drea de satde.

Palavras-chave. adultera¢io, formulagio fitoterapica, anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos.

ABSTRACT

Several weight-reducer phytotherapic formulations commercialized in Brazil contain undeclared synthetic
drugs. This situation constitutes a public health issue for the country. This study aimed at evaluating
the occurrence of anorexigenic, benzodiazepinic and antidepressant drugs in the phytopharmaceutical
preparations monitored and collected by the Public Health Surveillance of the State of Minas Gerais,
Brazil. By chemical tests, the absence of at least one class of the analyzed secondary metabolites (flavonoids,
saponins and quinones) was found in all analyzed samples. Fenproporex, fluoxetine and chlordiazepoxide,
alone or in association, were identified by GC-MS in all formulations. Therefore, the analyzed samples
did not comply with the established quality standards, as these formulations contain undeclared synthetic
compounds in their compositions, along with the association of anorexigens and anxiolytics drugs, which
are not allowed by the Brazilian sanitary legislation. Hence, a more effective quality control of the weight-
reducer phytotherapy formulations is demanded, as well as improving educational actions addressed to
health professionals and consumers.

Keywords. adulteration, phytomedicines, anorexigens, anxiolytics, antidepressants.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide
(OMS), em 2008, cerca de 1,5 bilhdes de pessoas no
mundo estavam acima do peso e, deste total, mais de 500
milhdes eram obesas'. No Brasil, dados do IBGE indicam
que em todas as faixas de renda aumentou continua e
substancialmente o percentual de pessoas com excesso
de peso e obesas. O sobrepeso atinge aproximadamente
48% das mulheres e 50% dos homens acima de 20 anos®.
Considerando-se os indices de crescimento atuais da
obesidade, esta pode ser considerada um problema de
satde publica no Brasil, assim como em outros paises’.

Frequentes tém sido as ofertas de
féormulas emagrecedoras naturais manipuladas ou
industrializadas, quase sempre de composi¢ao quimica
duvidosa, sendo estas muito procuradas e difundidas
entre os consumidores, devido aos apelos da midia
para o consumo de produtos naturais. Em geral,
esses medicamentos sio na verdade associacdes de
principios ativos de natureza diversa, sem racionalidade
e de elevado risco. Varios estudos realizados no Brasil
comprovaram que os produtos emagrecedores vendidos
como “naturais’ apresentam em suas formulagdes
adigdo nao declarada de substancias anorexigenas,
antidepressivas e/ou ansioliticas®é, o que significa um
grande risco para a saude dos consumidores.

O Brasil lidera o mercado mundial em consumo
de anorexigenos. Em 2009, foram vendidos no pais 3
toneladas de anfepramona, 1,8 toneladas de sibutramina,
1 tonelada de femproporex e 2 quilos de mazindol’.
O consumo elevado de anorexigenos no Brasil pode
demonstrar que suas indicagdes clinicas e seu acesso,
tanto em farmacias de manipulagdo quanto em drogarias,
estdo muito distantes do preconizado pela OMS e pelos
o6rgdos sanitarios, o que pode indicar um uso irracional.
Ressalta-se que esses medicamentos ndo sio mais
comercializados nos Estados Unidos e na Europa por
serem considerados medicamentos de elevado risco aos
usuarios®.

Segundo avaliagio constante da Nota Técnica
divulgada pela Anvisa, ndo existem, na literatura, dados
cientificos suficientes e compativeis com as normas
regulatdrias vigentes de comprovagdo da eficacia e
seguranca desses medicamentos para efeitos de sua
manuten¢ao no mercado®. Assim, a resolugio RDC
n. 52, publicada em outubro de 2011, proibiu o uso de
anfepramona, femproporex e mazindol e estabeleceu

medidas de controle da prescricio e dispensagdo da
sibutramina’, devido a estudos recentes que associam o
consumo dessas substincias a doencas cardiovasculares
e a distarbios comportamentais”'®2

A Divisao de Vigilancia Sanitdria da Fundagao
Ezequiel Dias (Funed) recebe frequentemente amostras
de orgdos, como a Secretaria de Saude/Vigilancia
Sanitaria (SES/MG) e Delegacias de Policia, com
solicita¢ao de constata¢ao de composi¢ao e/ou verificagdo
de adulteragdo de medicamentos manipulados e
industrializados, buscando avaliar a presenca de
substancias sujeitas a controle especial.

Neste contexto, o presente trabalho foi
desenvolvido a fim de avaliar amostras de formulacoes
emagrecedoras naturais com suspeita de adi¢do nao
declarada de substancias anorexigenas, ansioliticas e/ou
antidepressivas, apreendidas pela Geréncia de Vigilancia
Sanitdria em Medicamentos e Congéneres/Servigo de
Vigilancia Sanitaria de Minas Gerais (GVMC/SVS-MG).

MATERIAIS E METODOS

Amostras avaliadas

Foram analisadas 40 amostras (Al a A40) de
formulagdes fitoterapicas emagrecedoras apreendidas
pela GVMC/SVS-MG. Cada frasco continha 90 capsulas,
sendo seu conteido constituido de pdé de plantas
usualmente empregadas em formulagdes emagrecedoras,
tais como carqueja, centelha, garcinia, ginkgo, cascara
sagrada, frangula, sene, castanha-da-india, passiflora,
além de fucus e colageno hidrolisado.

Caracterizagdo organoléptica

Para os pds das capsulas, foram avaliados os
pardmetros aspecto, odor e cor, sendo as amostras
observadas sob luz artificial®. Na determinac¢do do
pardmetro cor, foi empregado o padrao de cores descrito
por Melo™.

Caracteriza¢do dos metabdlitos secundarios

Considerando-se as espécies constituintes da
formulagao, fizeram-se a caracterizagdo cromatica para
flavonoides (rea¢ao da cianidina) e quinonas (reagdo
de Borntrdger) e o teste de espuma para saponinas'> .
Amostras de ginkgo, sene e ginseng, provenientes do banco
de drogas vegetais de referéncia do Servigo de Microscopia
da Fundagdo Ezequiel Dias, foram empregadas como
controle positivo das reagdes cromaticas.
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Amostra Extragdo sob Filtracio CG-EM
5g) refluxo (20 mL de (membrana 0,45 ym) (injecdo em triplicata)
solvente)
[ |
[ Extragdo 1: Metanol ] [ Extragdo 2: Cloroférmio ) [ Extragédo 3: Etanol )
clordiazepoxido, femproporex, anfepramona mazindol

fluoxetina, sertralina, sibutramina

Figura 1. Fluxograma do preparo das amostras

Identificacdo das substancias sintéticas por CG-EM

Preparo das amostras: as amostras foram pesadas
em triplicata (5 g) e fez-se uma extragdo sob refluxo
das substancias sintéticas, possivelmente presentes nas
formulagdes fitoterapicas, empregando-se metanol, etanol
e cloroférmio, grau HPLC, marca Merck. Foram utilizados
trés diferentes solventes em funcdo da solubilidade das
substéncias sintéticas a serem avaliadas'®'"® (Figura 1).

Preparo das solugées de referéncia: solugdes
de mazindol e cloridrato de sibutramina (Gerbras
Quimica e Farmacéutica Ltda., Lote 060310) foram
preparadas em triplicata (2,5 mg/mL em EtOH e MeOH,
respectivamente), devido a auséncia de dados referentes
a essas substincias na biblioteca do espectrometro
de massas”. A identificagdo de anfepramona,
clordiazepdxido, femproporex, fluoxetina e sertralina
foi feita por comparacdo com os espectros de massas das
bibliotecas NIST 107, NIST 21 e PMW tox2.

Condigoes cromatogrdficas: empregou-se
cromatografo gasoso CG-17A equipado com detector de
massas SHIMADZU, modelo CG/EM QP5050, gerenciado
pelo software CGMSSolution; coluna capilar de silica
DB-5 (30 m x 0,25 mm e 0,25 pm de espessura do filme),
utilizando-se hélio como gas de arraste (1 mL/min); injetor
a 240 °C (modo splitless); interface a 260 °C; programagao
do forno: temperatura inicial de 50 °C (1 min), seguida de
aumento de 5 °C/min até 100 °C (5 minutos); posterior
aumento da temperatura de 5°C/min até 150 °C (5 minutos)
e de 5°C/min até 200 °C (10 minutos). O espectrometro
de massas foi operado no modo scan, com impacto de
elétrons (70 eV), tempo de aquisi¢do 4 a 60 minutos e
corte de solvente em 3 minutos. As amostras e solu¢des de
referéncia foram injetadas em triplicata (1,0 uL)".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pos das capsulas apresentaram aspecto
homogéneo e coloragao variando entre tons de amarelo,
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marrom e cinza. As variagdes de cor observadas podem
ser atribuidas a diferencas nas drogas vegetais empregadas
nas formulagdes.

Deacordo com aliteratura, quinonas, saponinas e/
ou flavonoides sdo os principais constituintes encontrados
nas espécies vegetais presentes nas formulagdes
fitoterapicas em estudo'”. No entanto, para todas as
amostras, foram obtidos resultados negativos para uma
ou duas das classes de metabdlitos avaliadas, indicando
a auséncia das espécies vegetais declaradas ou mesmo o
emprego de matéria-prima vegetal de ma qualidade.

Além de material vegetal em po, nas amostras
analisadas, foi identificada a presenca das seguintes
substancias sintéticas: femproporex, fluoxetina e
clordiazepéxido. Anfepramona, sertralina, sibutramina
e mazindol ndo foram detectados nas amostras
avaliadas (Tabela 1). Dentre as amostras analisadas,
52,5% apresentaram femproporex, enquanto 25%
exibiram fluoxetina em sua composi¢do. A presenca de
clordiazepdxido foi observada sempre em associa¢do
com fluoxetina (17,5%) ou com femproporex (5%).
Nas condigdes cromatograficas empregadas, os picos
relativos ao femproporex, fluoxetina e clordiazepdxido
apresentaram tempos de retencio de 28,29, 34,71 e
50,03 minutos, respectivamente. A ocorréncia de dois
ou mais desses picos era indicativo da associa¢do dessas
substéncias.

Vale salientar que os resultados obtidos estao em
desacordo com as legislagdes vigentes, visto que, segundo
a RDC n° 14%, é proibida a presenca de substincias
ativas isoladas, de qualquer origem, em formulagdes
fitoterapicas. Além disso, em medicamentos e preparacdes
magistrais, ndo é permitida a associagdo de anorexigenos
entre si ou com ansioliticos, diuréticos, horménios ou
extratos hormonais e laxantes, bem como quaisquer
outras substincias com a¢do medicamentosa, conforme
resolucio RDC n° 58%, resolu¢io Mercosul/GMC n°
39%, Portaria SVS/MS n° 344 - artigo 47* e Resolugdo
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CFM n° 1.477*. Ansioliticos e antidepressivos sdo
usualmente associados aos anorexigenos em formulagoes
emagrecedoras para combater os efeitos colaterais
provocados por substincias desta ultima classe, como
depressdo, euforia, irritagdo, tremor e inso6nia*?**. Os
medicamentos anorexigenos anfepramona, femproporex
e mazindol estdo no mercado brasileiro ha mais de 30
anos, e a sibutramina foi introduzida em 1998. Todavia,
em outubro de 2011, a ANVISA publicou a resolugdo
RDCne 52 proibindo o uso de anfepramona, femproporex
e mazindol e estabelecendo maior controle na prescri¢do
e dispensagdo da sibutramina’, pois os beneficios dessas
substincias ndo superam os riscos a saude do paciente. A
decisdo da Anvisa baseou-se em estudos cientificos e no
parecer da Camara Técnica de Medicamentos (Cateme)®.

Tabela 1. Substincias sintéticas identificadas por CG-EM nas
amostras analisadas

Amostra Substancias sintéticas
Al, A2, A4, A5, A7, A10, All,

Al2, Al13, Al4, Al5, Al7, AlS,

A22, A23, A27, A31, A34, A38, Femproporex
A39, A40

A3, A6, A8, A16, A24, A25, A28, Fluoxeting
A29, A32, A33

A9, A19, A20, A21, A26, A35, . . -
A36 Fluoxetina e clordiazepdxido

A30e A37 Femproporex e clordiazepdxido

CONCLUSAO

A presenca ndo declarada de anorexigenos,
ansioliticos e antidepressivos em formula¢oes ditas
“naturais” ¢é frequente em produtos irregulares
comercializados no mercado brasileiro e constituem um
problema de satide publica, visto que essas substincias
possuem restricdes e contraindicacdes de uso, podendo
levar a tolerancia, dependéncia quimica e sindrome
de abstinéncia. Além disso, considerando-se que o
paciente ira ingerir essas substancias sem conhecimento
e sem controle de dosagem, poderdo ocorrer interagdes
perigosas com outra medicagao em uso.

Diante dos resultados obtidos no presente
trabalho, ressalta-se a importancia de um sistema de
fiscalizacdo mais eficaz e maior conscientizacdo por
parte dos profissionais da saude quanto as formulagoes
fitoterapicas, devendo-se promover seu uso racional.
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RESUMO

O presente estudo analisou o potencial preditivo de dois modelos que utilizam a membrana cério-alantoide
de ovo embrionado de galinha (i.e. o HET-CAM e sua versdo modificada, o CAM-TBS, que quantifica os
danos a membrana por meio da absor¢ao do corante azul trypan), como estratégia para a implementagéo
de alternativas aos testes in vivo de avalia¢do de toxicidade ocular. Vinte colirios foram avaliados in vivo
por meio do teste de irritagao ocular de Draize e por ensaios in vitro utilizando-se testes HET-CAM e
CAM-TBS. Todos os colirios foram classificados como nao irritantes pelo teste in vivo. No ensaio HET-
CAM, foram observados 4 resultados falso-positivos, e o teste apresentou especificidade e precisio de
80%. O CAM-TBS demonstrou melhor desempenho, pois a especificidade e a precisao foram de 100%. O
ponto de corte adotado (cut-off = 0,9) no HET-CAM ¢ discutido, uma vez que os resultados falso-positivos
observados no presente estudo poderiam ter sido contornados caso a categoria “nao irritante” englobasse
produtos “ndo irritantes” e “irritantes leves”, a semelhanca do critério preconizado para o CAM-TBS (cut-
off =7,0).

Palavras-chave. teste de Draize, irritagdo ocular, colirios, métodos alternativos, vigilancia sanitaria,
toxicidade in vitro.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the predictive potential of the conventional Hen’s Egg Chorionallantoic
Membrane (HET-CAM) test and its version CAM-TBS, that quantifies the damage to the membrane
cause by absorption of dye trypan blue, in order to propose an alternative assay for assessing the ocular
toxicity. Twenty collyria were evaluated in vivo by means of Draize eye irritation test, and by in vitro HET-
CAM and CAM-TBS assays. All the analyzed collyria were classified as non-irritant by in vivo testing.
In HET-CAM assay, 4 false positive results were observed, and the test specificity and accuracy were of
80%. CAM-TBS showed a better performance, having specificity and accuracy of 100%. The cut-off set
up for HET-CAM test (0.9) is discussed, as the false-positive results observed in this study could have
been bypassed if the category “non-irritant” encompassed “non-irritant” and “mild irritant” products, in
compliance with the criteria recommended for CAM-TBS (cut-off = 7.0).

Keywords. Draize test, ocular irritation, collyrium, alternative methods, sanitary surveillance, in vitro
toxicology.
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INTRODUCAO

O potencial irritante de diversos produtos e
substancias quimicas, como agrotdxicos, cosméticos e
medicamentos de uso topico, é avaliado desde a década
de 1940 por meio de experimentos com animais de
laboratorio. Alguns dos ensaios adotados com o objetivo
de determinar o grau de irritabilidade, chamados de
testes de irritacio ocular ou cutinea, foram descritos
inicialmente por John H. Draize'” e ainda hoje sao
adotados mundialmente por érgaos oficiais**.

Com a busca global por substituir os testes in
vivo, cientistas de diversas areas passaram a desenvolver
e apresentar resultados de métodos alternativos para
demonstrar a seguranca e a eficacia de seus produtos.
Geralmente, ao se falar em métodos alternativos, pensa-
se apenas na substituicdo, porém pode-se definir como
método alternativo qualquer procedimento que possa
ser utilizado para substituir, reduzir ou refinar o uso de
animais em experimentacao, a fim de minimizar a dor e
o desconforto, conforme o principio dos 3R’s descrito por
William Russell e Rex Burch em The principles of humane
experimental technique™®”.

Além de questoes éticas, a procura por ensaios in
vitro visa alcanc;ar vantagens como: maior eficdcia, menor
custo e maior facilidade de difusdo e incorporagéo de tais
metodologias por outros laboratdrios, sendo, portanto,
uma questdo de grande relevancia para os laboratérios
oficiais de controle da qualidade®’.

Nas ultimas décadas, varias metodologias
alternativas foram estudadas, porém poucas foram
validadas, sendo necessario o aprofundamento de estudos
sobre a aplicabilidade de alguns ensaios in vitro'®. Entre as
limitaces descritas na literatura cientifica com relacdo a
substitui¢do do teste de irritacdo ocular de Draize, destaca-
se o fato de que as metodologias alternativas, como o modelo
HET-CAM, podem tanto subestimar'"'* como superestimar
resultados obtidos in vivo', dependendo de fatores como
natureza da substincia-teste, seu potencial irritante e a
presenca de efeitos irreversiveis in vivo. Embora alguns
métodos alternativos ao teste de irritacdo ocular de Draize,
como o teste de opacidade e permeabilidade de cornea
bovina (BCOP, bovine corneal opacity and permeability) e o
teste do olho enucleado de galinha (ICE, isolated chicken eye),
tenham sido formalmente validados', estes nao se aplicam
a avaliacdo de produtos com baixo potencial irritante, pois
possuem boa capacidade de predi¢ao apenas para produtos
corrosivos ou com potencial irritante severo.
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Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo a avalia¢do do potencial preditivo do modelo da
membrana cério-alantoide de ovo embrionado de galinha
(HET-CAM, hen’s egg test chorionallantoic membrane)
e de sua modificacgio (CAM-TBS, chorionallantoic
membrane - trypan blue staining), que avalia os danos a
membrana cdrio-alantoide pela quantidade do corante
azul de trypan absorvido pela mesma, visando a propor
alternativas para avaliacgdo da toxicidade ocular de
produtos com baixo potencial irritante.

METODOLOGIA

Amostras

Neste estudo, foram avaliados 20 colirios
adquiridos no comércio do municipio do Rio de Janeiro,
conforme Tabela 1. Todos os produtos foram codificados
(Co01 a Co20) e testados sem diluicéo.

Teste de irritacao ocular de Draize

Todos os dados utilizados neste estudo foram
adquiridos no banco de dados do Setor de Irritagao
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) da Fiocruz. O teste in vivo foi realizado
de acordo com o procedimento operacional padrio
do INCQS", sendo utilizada a classificagdo de Kay e
Calandra modificada’®.

No teste de Draize, para cada amostra, foram
utilizados cinco coelhos da raga Nova Zelandia, tanto
machos quanto fémeas, higidos e de peso corpdreo acima
de 2kg. Esses coelhos foram obtidos do Centro de Criagao
de Animais de Laboratério (Cecal/Fiocruz). Instilou-se
0,1 mL da amostra no saco conjuntival inferior e, logo
apos, massageou-se a area gentilmente num periodo de 30
segundos. Depois de aplicar a amostra, foram realizadas
leituras no decorrer de 24, 48 e 72 horas e sete dias com
o objetivo de observar as alteragdes macroscopicas que
poderiam ocorrer nas estruturas do olho do coelho
(cornea, iris e conjuntiva) e calcular a média dos escores
maximo (MEM) por amostra analisada.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de
Ftica em Uso de Animais da Fiocruz, sob o protocolo
n. 79/09-1.

Ensaios in vitro

Cada colirio foi testado em triplicata, tanto no
HET-CAM como no CAM-TBS, e o resultado final foi
apresentado como a média de trés ensaios independentes.
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Para a realizacio dos testes in vitro, foram
utilizados ovos fertilizados de galinha da raga Leghorn,
livres de patdgenos especificos (SPE, specific patogen free),
incubados por 10 dias a temperatura de 38,0 + 0,5 °C e
umidade relativa de aproximadamente 70%.

Ensaio HET-CAM

Para a realizacdo de cada ensaio, foram utilizados
4 ovos por produto testado. No décimo dia de incubagio,
foi removida a casca do ovo ao redor da cAmara de ar,
evidenciando, assim, a membrana da casca. Esta foi
removida cuidadosamente, a membrana corio-alantoide
foi exposta, e foram aplicados nesta ultima 300 pL do
produto. Depois de 20 segundos de contato, o produto foi
removido, lavando-se a membrana corio-alantoide com
solucdo salina isoténica a 37,0 °C. Durante 5 minutos,
a membrana cdrio-alantoide foi examinada e as rea¢oes
fisioldgicas observadas foram graduadas em funcéo de seu
tempo de aparecimento, conforme indicado na Tabela 2.

Este ensaio foi realizado conforme a metodologia
descrita no Journal Officiel de la République Frangaise’.

A classificagao final dos produtos, de acordo com
seu potencial de irritabilidade no ensaio HET-CAM, esta
descrita na Tabela 3.

Ensaio CAM-TBS

O procedimento inicial dessa metodologia ¢é
semelhante ao do ensaio do HET-CAM, em que também
foram utilizados 4 ovos, os quais, no décimo dia de
incubacao, tiveram a membrana cério-alantoide exposta.
Sobre esta, foi colocado um anel de silicone para delimitar
a area tratada. Foram aplicados 200 puL do produto sobre
a membrana cério-alantoide, e, apds 20 segundos, a drea
foi lavada com agua destilada em temperatura ambiente.
Depois da remocdo do produto, foram aplicados 500 pL
da solu¢ao corante azul de trypan a 0,1% (P/V), deixando
agir por 1 minuto. Em seguida, o corante foi removido
lavando-se a drea tratada com uma pisseta contendo
agua destilada durante 20 segundos. Com auxilio de
uma tesoura, a drea tratada da membrana foi retirada
e colocada em um tubo contendo 5 mL de formamida,
o qual foi centrifugado com velocidade de 3.200 rpm
por aproximadamente 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para uma cubeta de quartzo, e a leitura foi
realizada em espectrofotometro no comprimento de
onda de 595 nm.

A quantidade de azul de trypan absorvido pela
membrana corio-alantoide foi calculada usando-se a

seguinte equagao: corante absorvido = absorbéncia x 5
nmol/1.000 x 10°.

A curva de calibracio do corante foi feita
com solugdes de azul de trypan em formamida nas
concentragdes 10°, 10° e 5 x 10° mol/L, lidas no
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm.

Este ensaio foi realizado conforme a metodologia
descrita no protocolo INVITTOX n. 108'%, e os produtos,
classificados de acordo com a proposta de Lagarto®,
conforme Tabela 4.

Analise estatistica

Para determinacdo da sensibilidade, da
especificidade e da precisio dos modelos HET-CAM e
CAM-TBS, compararam-se os resultados in vitro com os
resultados in vivo por meio de tabelas de contingéncia.

RESULTADOS

Pelosresultados obtidos das médias dastriplicadas
nos ensaios HET-CAM e CAM-TBS, foi possivel
classificar cada amostra de acordo com sua metodologia
especifica. Os resultados dessa classificagao, assim como
os valores médios obtidos, estio demonstrados na Tabela
5, que ainda traz a classificagdo obtida no teste de Draize,
em que os valores de MEM variaram entre 0 e 0,8.

No ensaio HET-CAM, observamos 4 resultados
falso-positivos, o que resultou em especificidade e
precisdao de 80%. O CAM-TBS demonstrou melhor
desempenho, uma vez que os colirios Co03, Co05, Co7
e Col7, classificados como “irritantes leves” no ensaio
HET-CAM, receberam a classificacio “ndo irritante”
no CAM-TBS, indicando especificidade e precisdo
superiores deste ensaio em reagdo ao modelo classico
HET-CAM.

A sensibilidade nao pode ser calculada para
nenhuma das metodologias in vitro, uma vez que todos
os produtos foram classificados como nao irritantes no
coelho, nao havendo, portanto, resultados positivos no
modelo in vivo.

DISCUSSAO

Quando os ensaios in vivo nao podem ser
substituidos por um unico método alternativo, como
parece ser a situagao do teste de irritagdo ocular de Draize,
deve ser levado em consideracido o desenvolvimento de
analise que inclua uma variedade de ensaios, em que os
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Tabela 1. Formulagido dos colirios analisados

Colirio Composicao
Fenolsulfonato de zinco (1,0 mg), cloridrato de nafazolina (0,5 mg). Veiculo: sulfato de berberina, clorobutanol hidratado,

Co01
cloreto de benzalconio, citrato de sddio, glicerina, hidroxipropilcelulose e dgua purificada.

Cloridrato de metiltioninio (0,015 mg), cloridrato de tetrizolina (0,5 mg). Excipientes: hidroxipropilmetilcelulose, fosfato de

Co02 sédio monobisico, fosfato dissddico, cloreto de sddio, cloreto de benzalconio, edetato dissddico, 4gua purificada.

Co03 Cloridrato de nafazolina (0,15 mg), sulfato de zinco (0,3 mg). Veiculo: acido bérico, borato de sédio, cloreto de benzalconio,
edetato dissodico, dgua para injetaveis.

Col4 Cloridrato de metiltioninio (0,15 mg), cloridrato de tetrizolina (0,5 mg). Veiculo: 4cido bdrico, borato de sodio, cloreto de

sodio, edetato dissddico, cloreto de benzalconio como conservante e dgua destilada.
Co05 Clorobutanol (2,132 mg), dcido bdrico (21,911 mg), cloreto de sddio (4,361 mg). Veiculo: dgua purificada estéril.
Cloridrato de nafazolina (0,12 mg). Veiculo: constituido de dextrano 70, hipromelose, cloreto de potassio, hidréxido de sédio

Co06 e/ou acido cloridrico, com edetato dissédico e cloreto de benzalconio como conservante, e dgua purificada.

Alcool polivinilico (14 mg). Excipientes: cloreto de sédio, cloreto de benzalconio, edetato dissddico, fosfato de sédio dibasico
Co07 . o - . . .

heptahidratado, fosfato de s6dio monobdsico monohidratado e 4gua purificada.
Co08 Sulfato de condroitina (0,03 mg). Veiculo: hialuronato de sddio, aprotinina, sorbato de potassio, cloreto de so6dio, edetato
dissédico e dgua purificada.
Co09 Dextrana 70 (0,001 g), hipromelose (0,003 g). Veiculo: borato de sddio, cloreto de sddio, cloreto de potassio como conservante
e dgua purificada.
Sl Cloridrato de nafazolina (0,25 mg), maleato de feniramina (3 mg). Veiculo: dcido borico, borato de sédio, edetato dissddico,
cloreto de benzalconio como conservante e agua purificada.
Coll Pranoprofen (1 mg). Veiculo: 4cido borico, borato de sddio, polissorbato 80, edetato dissddico, cloreto de benzalconio e dgua
purificada.
Col2 Cromoglicato dissddico (20 e 40 mg). Veiculo: edetato de sodio, cloreto de benzalconio como conservante e agua purificada.
Col3 Cloridrato de tetrizolina (0,5 mg), sulfato de zinco (1 mL). Veiculo: azul de metileno, 4cido borico, citrato de sédio, polisorbato
80, cloreto de benzalconio e dgua purificada.
i Dexametasona (1 mg), cloranfenicol (5 mg). Veiculo: cido bérico, borato de sddio, digluconato de clorexidina, edetato
dissédico, cremophor RH40, plasdoni, bissulfito de sédio, creatinina e agua purificada.
Col5 Hipromelose (5 mg). Veiculo: fosfato de sodio dibdsico, fosfato de sédio monobisico, cloreto de sddio, cloreto de potassio,
citrato de sddio, edetato dissodico, metilparabeno, propilparabeno e 4gua purificada.
Colé Cloreto de benzalconio (0,1 mg), acido bérico (17 mg). Veiculo: 0,1 mL de hidrolato de camomila, 0,1 mL de hidrolato de
hamamelis, 3 mg de borato de sédio e agua purificada.
Col7 Cloridrato de fenilefrina (100 mg). Veiculo: citrato de s6dio diidratado, metabissulfito de sédio, edetato dissddico, cloreto de
benzalconio e d4gua purificada.
Col8 Cromoglicato dissddico (20 mg). Veiculo: edetato dissodico, cloreto de benzalconio como conservante e agua purificada.
Col9 Sal sédico do acido isospaglumico (49 mg). Veiculo: cloreto de benzalconio e d4gua purificada.
Sl Dexametasona (0,05 mg), cloranfenicol (5 mg), cloridrato de tetrizolina (0,25 mg). Veiculo: hipromelose, 4cido bérico, borato
de sodio, edetato dissodico, tiomersal, polivinilpirrolidona e dgua purificada.
Co = colirio.
Tabela 2. Graduagio das alteragdes observadas na membrana cério-  Tabela 3. Classificagdo final do produto quanto ao seu potencial de
alantoide do ovo embrionado de galinha irritabilidade no HET-CAM
TEMPO Faixa (graduacéo das lesdes) Classificagao
A 10 30 segundos > mintos < ¢ (1),8 a 2,9 Naf) irritante (NT)
FENOMENOS = <t<2 ,0a4,9 Irritante leve (IL)
segundos . < 5 minutos 50a8,9 Irritante moderado (IM)
minutos

Hiperemia 5 3 9,0a2l Irritante severo (IS)
Hemorragla / > 3 Fonte: Journal Officiel de la Republique Frangaise (1996)
Coagulagdo/Opacidade 9 7 5
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Tabela 4. Classificagdo final dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade no ensaio CAM-TBS

Faixa (quantificacao do
corante)

Classificagao

<70
7,0 a 14,5
> 14,5

Nio Irritante/Irritante Leve (NI)
Irritante Moderado (IM)
Irritante Severo (IS)

Fonte: LAGARTO et al., 2006

Tabela 5. Classificagdo obtida no teste de Draize em comparagdo com HET-CAM e CAM-TBS

Colirios Draize HET-CAM CAM-TBS
MEM Classificagao Média Classificagao Média Classificacao
Co01 0 NI 0,88 NI 2,87 NI
Co02 0 NI 0,14 NI 3,57 NI
Co03 0 NI 1,20 IL 2,61 NI
Co04 0 NI 0,25 NI 1,69 NI
Co05 0 NI 1,12 IL 3,10 NI
Co06 0,4 NI 0,30 NI 1,69 NI
Co07 0 NI 2,45 IL 2,49 NI
Co08 0 NI 0,25 NI 1,03 NI
Co09 0 NI 0,65 NI 1,31 NI
Col0 0 NI 0,35 NI 3,17 NI
Coll 0,4 NI 0,25 NI 4,26 NI
Col2 0 NI 0,25 NI 3,36 NI
Col3 0 NI 0,18 NI 2,73 NI
Col4 0 NI 0,30 NI 1,50 NI
Col5 0 NI 0,17 NI 0,92 NI
Col6 0 NI 0,23 NI 3,65 NI
Col7 0,8 NI 2,23 IL 6,18 NI
Col8 0,4 NI 0,38 NI 4,70 NI
Col9 0 NI 0,27 NI 3,29 NI
Co20 0,4 NI 0,32 NI 1,09 NI
Sensibilidade ND ND
Especificidade 80% 100%
Precisao 80% 100%
Falso positivo 4 0
Falso negativo ND ND

Co = colirio; MEM = média do escore maximo; NI = nio irritante; IL = irritante leve; ND: ndo determinado

animais sejam usados apenas para comprovar a auséncia
de irritagdo, reduzindo, assim, a0 maximo o risco de
expor ao sofrimento os animais em experimenta¢ao®**,
Essa situagao ja se aplica no contexto da avaliagiao do
potencial irritante ocular, uma vez que, para ingredientes
com forte potencial irritante, os modelos BCOP e ICE
estdo disponiveis e com a devida aceitagdo regulatoria®.
Porém a avaliacdo de produtos acabados e com baixo
potencial irritante é ainda um desafio.

O ensaio HET-CAM baseia-se na determinagédo
de alteragdes macroscopicas que podem ocorrer na
membrana cdrio-alantoide em decorréncia da aplicagdo

de ingredientes com potencial irritante. Porém este
método vem sendo criticado devido ao seu desfecho
qualitativo e a subjetividade das leituras obtidas nas
observagoes de hiperemia, hemorragia e coagulagdo/
opacidade em fun¢do do tempo. Além disso, a
subjetividade do desfecho do HET-CAM dificulta
sua reprodutibilidade interlaboratorial, impactando
negativamente em seu potencial de difusdo/transferéncia
para um grande nimero de laboratdrios'>.

Foi neste contexto que o ensaio CAM-TBS foi
desenvolvido e, hoje, agrega valor ao HET-CAM classico,
por meio daincorporagio de uma leitura quantitativa, que
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se da pela medi¢do do corante azul de trypan absorvido
pelas células da membrana cdrio-alantoide exposta’*.
O azul de trypan é um corante com ampla utilizagdo
laboratorial, nos processos em que se faz necessaria a
distincdo entre células vidveis e células mortas. Esta
determinacao, além da vantagem de oferecer resultado
quantitativo, é muito simples e reprodutivel** e ainda
demonstra boa correlagao entre a quantidade de corante
absorvida pela membrana e o MEM obtido in vivo, com
coeficiente de correla¢ao de 0,91 segundo os autores que
a propuseram?®.

Emestudorealizado por Lagarto e colaboradores®,
21 amostras foram avaliadas no CAM-TBS, incluindo
substancias quimicas e produtos cosméticos. Os autores
encontraram um coeficiente de correlagdo mais robusto
para substancias quimicas isoladas (r = 0,925; p < 0,0001)
do que para produtos acabados (r = 0,688; p < 0,05),
indicando que, para misturas complexas, os resultados
dos modelos de membrana cério-alantoide de ovo
embrionado de galinha devem ser avaliados com cautela.
E também destes autores a proposta de ponto de corte
para classificagdo do modelo CAM-TBS (cut-off = 7,0),
conforme Tabela 4. Esta classificacio agrega em uma
unica classe (NI) amostras “ndo irritantes” e “irritantes
leves”, e parece ser a mais apropriada para comparagio
com o modelo in vivo. Tal constatagdo é reforcada pelos
dados obtidos no presente estudo (Tabela 5). O ponto de
corte adotado para o CAM-TBS (cut-off = 7,0) favoreceu
a comparagdo entre in vitro e in vivo, conduzindo a uma
precisdio de 100% nas condigdes experimentais aqui
propostas. Por outro lado, o ponto de corte preconizado
pelo Journal Officiel de la République Frangaise' para
o HET-CAM (cut-off = 0,9) levou a quatro resultados
falso-positivos e a uma especificidade de apenas 80%. E
importante apontar que a diferenca encontrada em termos
de precisao e especificidade entre HET-CAM e CAM-
TBS deu-se unica e exclusivamente devido a escolha dos
pontos de corte, uma vez que, na sua totalidade, os colirios
apresentaram valores menores no HET-CAM (faixa dos
valores médios: 0,14-2,45) que no CAM-TBS (0,92-6,18).
E digno de nota o fato de que, pelo menos no caso dos
colirios aqui avaliados, tais resultados falso-positivos,
teriam sido contornados caso o ponto de corte do HET-
CAM englobasse “ndo irritantes” e “irritantes leves” (NI +
IL = 4,9; Tabela 3), a semelhanca da proposta de Lagarto
et al.””. Por fim, vale ressaltar que, além da vantagem do
desfecho quantitativo do ensaio CAM-TBS, o critério
de classificagao adotado no presente estudo parece ser o
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mais apropriado, pelo menos para produtos com baixo
potencial irritante.

CONCLUSAO

Todos os colirios foram classificados como nao
irritantes no ensaio in vivo, e por isso nao foi possivel
estabelecer a sensibilidade dos métodos in vitro. O CAM-
TBS demonstrou melhor desempenho (especificidade e
precisao de 100%) em relagio ao HET-CAM (80%). A
fim de reduzir o numero de falso-positivos no HET-
CAM, sugere-se a criagdo da categoria de baixo potencial
irritante ocular, englobando as categorias “ndo irritantes”
e “irritantes leves”, adotando o ponto de corte de 4,9.
O CAM-TBS apresenta vantagens, como seu desfecho
quantitativo e o critério de classificacao adotado por
Lagarto et al."’, que pelo menos para produtos com baixo
potencial irritante parece ser o mais adequado.
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RESUMO

Este estudo analisou o efeito do pingamento tardio do corddo umbilical nos niveis de ferritina sérica de
criangas de 0, 3 e 6 meses, que foi realizado no Centro Obstétrico do Hospital Universitario de Santa Maria-
RS, Brasil, de maio de 2008 a abril de 2009. Foram analisados 101 recém-nascidos a termo, divididos em
dois grupos: pingamento precoce — de 0 segundo a 1 minuto apds o nascimento (n = 41) e pingamento
tardio — de 1 a 3 minutos pos-nascimento (n = 60). Foram coletadas amostras de sangue venoso dos bebés,
e a dosagem da ferritina sérica foi realizada no primeiro dia de vida, no terceiro e no sexto meses. Os
resultados foram analisados pelo programa Statsoft Statistica v. 7.0.61.0EN. Para andlise estatistica foram
utilizados teste Qui-Quadrado, teste de U Mann Whitney e teste de Correlagio de Spearman. Os valores
meédios da ferritina no terceiro e no sexto meses mostraram-se superiores nas amostras de criangas do
grupo de pingamento tardio (111,82 ng/mL e 33,19 ng/mL, respectivamente) em relagao as amostras do
grupo de pingamento precoce (97,79 ng/mL e 24,81 ng/mL, respectivamente). Estes dados fundamentam
a alternativa de intervencdo sustentavel, de baixo custo e segura para integrar programas que visem a
redugdo da deficiéncia de ferro em criangas, principalmente em paises em desenvolvimento.
Palavras-chave. pincamento, cordiao umbilical, ferritina.

ABSTRACT

This study assessed the effect of delayed umbilical cord clampling on ferritin contents in serum samples
from full-term infants aged 0, 3 and 6 months. This study was carried out at the Obstetric Center of the
University Hospital of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, from May 2008 to April 2009. 101 full-
term newborns were divided into two groups: early cord clamp - from 0 second to 1 minute after birth
(n = 41); and late cord clamp - from 1 to 3 minutes after birth (n = 60). Venous blood samples were
collected from infants at the 1 life day, and at 3™ and 6" months. The results were analyzed by Statsoft
Statistica v. 7.0 6.1.0 EN. The tests ‘Qui-square, ‘U Mann Whitney’ and Spearman’s correlation were used
for statistical analyses. The mean values of ferritin in the 3" and 6" months samples showed to be superior
in infants of the late clamping group (111.82 ng/mL and 33.19 ng/mL, respectively) than in samples from
children of early clamping group (97.79 ng/mL e 24.81 ng/mL). These findings evidenced an alternative
for a sustainable intervention, safe and of low cost to integrate programs which aim at the reduction of iron
deficiency anemia in infants, mainly in developing countries.

Keywords. clamping, umbilical cord, ferritin.
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INTRODUCAO

A anemia por deficiéncia de ferro é a caréncia
nutricional mais grave e frequente em todo o mundo,
sendo que, depois das gestantes, as criangas sao as mais
atingidas"?. Em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, por exemplo, estima-se que aproximadamente 5
milhoes de criangas menores de 4 anos sejam anémicas.
Em Porto Alegre-RS, um inquérito de base populacional
revelou prevaléncia de 47,8% de criangas menores de
5 anos com anemia’. Entre as consequéncias desta
patologia estao a diminui¢do da capacidade cognitiva,
disturbios comportamentais, falta de memoria, baixa
concentra¢do mental, déficit de crescimento, diminuicao
da forca muscular e da atividade fisica, além de maior
suscetibilidade a doencas infecciosas®.

Embora varios fatores possam levar a essa
condi¢do, admite-se que aocorrénciaendémica daanemia
na infdncia decorra da combinacdo entre necessidades
excepcionalmente elevadas de ferro impostas pelo
crescimento e dietas pobres do mineral, sobretudo ferro
de alta biodisponibilidade'. Alternativamente, o tempo
de pingamento do corddo umbilical (precoce ou tardio)
afeta o volume de sangue transferido da placenta para
o recém-nascido (RN) e, consequentemente, o volume
total de ferro, sendo uma alternativa simples de prevenir
a anemia®.

O pingamento tardio (de 1 a 3 minutos apds o
nascimento) estd associado a maiores concentracoes
de hemoglobina e estoques mais elevados de ferro nos
seis primeiros meses de vida dos lactentes, diminuindo
a incidéncia de anemia e demonstrando que o tempo
de pingamento influencia nidao s6 os parametros
hematolédgicos encontrados durante a primeira semana
de vida do RN como seu efeito pode prolongar-se durante
todo o primeiro ano de idade>*”%”.

Tolosa et al.'’ sugerem que o corddo umbilical
seja pingado alguns minutos depois do nascimento pelo
fato de o sangue do corddo ser um “primeiro e natural
transplante de células-tronco”, células estas que podem
ajudar a evitar, além da anemia, problemas relacionados a
baixo desenvolvimento de érgaos — um dos mais comuns
em recém-nascidos -, doencas respiratorias cronicas,
problemas de visdo, septicemia e até hemorragia cerebral.

No entanto, talvez pelo fato de complicagoes
como ictericia e policitemia estarem relacionadas a
um maior volume sanguineo transferido ao RN'""2, o
pingamento imediato do corddo ao nascimento ainda é

o procedimento adotado na maioria das maternidades,
mas essa recomendacdo vem sofrendo criticas em funcao
de seu potencial impacto sobre a saude do RN'**,

Neilson®, em uma ampla revisdo, constatou que
o pincamento tardio aumenta o risco de ictericia. Por
outro lado, concluiu que pingar o corddo pelo menos
2 ou 3 minutos apds o nascimento melhora as reservas
de ferro dos RN. Quanto a policitemia, Shirvani et al."?
nio observaram nenhum caso de policitemia nos RN
submetidos a pingamento tardio.

Desta forma, o presente estudo é de grande
importancia para obstetras, pediatras e neonatologistas,
pois envolve uma prética obstétrica que pode repercutir
posteriormente nos niveis de ferritina, como foi
demonstrado claramente nos resultados, diminuindo
assim a anemia infantil. Contribui, também, para a
difusao dos conhecimentos nesta area, em que os estudos
nacionais sao restritos e ndo acompanham as criangas em
longo prazo (até 6 meses de vida).

O presente estudo tem como objetivo avaliar os
efeitos do pingamento tardio do cordiao umbilical nos
niveis de ferritina sérica de criancas de 0, 3 e 6 meses de
vida.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Hospital
Universitario de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil,
entre os meses de maio de 2008 a abril de 2009. O Centro
Obstétrico do referido hospital realizava em torno de 150
partos/més, entre normais e cesareas, adotando como
rotina o pingamento precoce do corddo umbilical, ou
seja, imediatamente ap6s o nascimento do bebé.

Realizou-se um estudo de intervengdo, no qual
101 recém-nascidos (RN) foram alocados em dois
grupos:

 Pingcamento do corddo de 0 segundo a 1 minuto
apos o nascimento — pingamento precoce (n = 41);

« Pingamento do corddo entre 1 a 3 minutos apds o
nascimento — pingamento tardio (n = 60).

A intervengdo caracterizou-se pelo pingamento
do corddo a partir de 1 minuto ap6s o nascimento
(pingamento tardio) e pela manuten¢io do RN no
mesmo nivel da placenta durante esse tempo. Conforme
as condigdes apresentadas pelos bebés ao nascimento,
tais como respira¢ao, tonus muscular e cor da pele, estes
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eram pin¢ados breve ou tardiamente e subdivididos nos
grupos de pingamento precoce ou tardio.

Foram incluidas no estudo criangas nascidas
a termo (37 semanas de gestagdo em diante), de parto
normal ou cesirea e saudaveis. Foram considerados
fatores de exclusido as gestagdes e partos de risco,
tais como a sensibilizagao Rh, o parto prematuro, o
sofrimento fetal com depressao neonatal grave, o parto
gemelar e o parto de gestante HIV positivo, pois, nestes
casos, o pingamento tardio do corddo poderia causar
complicagdes, sendo, por isso, evitados.

A captagdo dos RN para a pesquisa ocorreu entre
maio a outubro de 2008. Primeiramente, foi apresentado
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido as
gestantes que se enquadravam nos critérios de inclusdo
do estudo, o qual foi assinado pelas mesmas quando
estas se dispunham a participar, junto com seus bebés, da
interveng¢do (pingamento precoce ou tardio do corddo)
e das coletas posteriores ao nascimento. Também foi
efetuada a aplicacdo de um questionario as maes dos RN
participantes para obtencao de alguns dados pessoais e
pré-natais, ao qual posteriormente foram anexados os
acontecimentos relacionados ao parto e as condigoes
de nascimento do bebé; cronometragem do tempo de
pingamento do corddo (cronémetro Technos)); e coleta
de sangue venoso (1 mL de sangue em tubo com gel
separador) dos RN para dosagem da ferritina sérica
ainda no primeiro dia de vida, aos 3 e aos 6 meses.

As coletas de sangue do terceiro e sexto meses de
vida dos RN foram realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas do proprio hospital, mediante agendamento
prévio durante o periodo de internagdo das maes na
maternidade e reforcado proximo a data do exame por
meio de telefonema. Nos retornos de seguimento, as
maes foram questionadas quanto a alimentacdo e a
administra¢ao de suplementos vitaminicos para a crianca.

As dosagens de ferritina foram efetuadas no
equipamento Immulite (Euro/DPC Ltda., Reino Unido)
pelo método da quimioluminescéncia, e os resultados
foram expressos em nanogramas por mililitro de sangue
(ng/mL).

As anilises estatisticas foram efetuadas no
programa Statsoft Statistica v. 7.0.61.0EN, e os resultados
estdo expressos em média. Foram utilizados o teste
Qui-Quadrado, o teste de U Mann Whitney e o teste de
Correlagdo de Spearman.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
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Maria em seus aspectos éticos e metodoldgicos, de acordo
com as diretrizes estabelecidas na Resolucio 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Saide, CAAE:
0051.0.243.000-08.

RESULTADOS

Dos 101 casos captados inicialmente, 41 foram de
pingamento precoce e 60 de pingamento tardio, conforme
ilustra a Figura 1. As perdas ocorreram em fungdo do nédo
comparecimento das mades aos retornos para coleta de
sangue venoso dos seus filhos no terceiro e/ou sexto més de
vida, ou ainda coleta de material insuficiente para analise.

101 recém-nascidos
(RNs) captados no

primeiro dia 60 RNs - Grupo 2

v v

23 RNs - Grupo 1

41 RNs - Grupo 1

58 RNs
retornaram no
terceiro més

35 RNs - Grupo 2

v v

41 RNs 13 RNs - Grupo 1
retornaram no
sexto meés 28 RNs — Grupo 2

Grupo 1: Pincamento imediato; Grupo 2: Pincamento
tardio.

Figura 1. Fluxograma da amostra

A Tabela 1 descreve algumas caracteristicas das
mades, de acordo com os aspectos socioecondmicos e
especificos da gestacdo, e também algumas caracteristicas
apresentadas pelas criangas ao nascimento e ao longo dos
seis primeiros meses de vida, segundo o procedimento
adotado no pingamento do corddo umbilical.

Nos dois grupos, pincamento precoce e
pingamento tardio, os resultados revelaram maes jovens,
em média com 25,5 anos, com escolaridade por volta de
oito anos de estudo. Na gestagdo atual, compareceram
em média a seis consultas pré-natais, em sua maioria
nao fumaram durante a gestagdo (78,5%), fizeram uso
de complexo vitaminico e/ou sulfato ferroso (84%), e a
maioria foi submetida a cesariana.

Com relacdo aos RN, observou-se semelhanca
na propor¢ao de criangas nascidas do sexo masculino e
feminino. A média de peso ao nascer entre os dois grupos
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foi de 3.430,93 g (3.378,90 no pingamento precoce e
3.482,97 no pingamento tardio), e, para a maior parte das
criancas dos dois grupos (87,4%), nao foi administrado
sulfato ferroso antes dos 6 meses de vida (90,9% das
submetidas ao pingamento precoce e 84% das submetidas
ao pingamento tardio).

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados
encontrados na dosagem da ferritina sérica no primeiro

dia de vida, aos 3 e aos 6 meses, das criancas submetidas
ao pingamento precoce e tardio. Os valores médios da
ferritina do terceiro e sexto meses de vida no pincamento
tardio foram superiores em relagdo ao pingcamento
precoce do cordio. E a variagdo da ferritina do primeiro
dia de vida para o terceiro més apresentou diferenca
significativa entre os grupos de pingamento (p = 0,0133).
No pingamento tardio, foi melhor preservada.

Tabela 1. Caracterizagdo das maes e criangas quanto aos aspectos pré-natais e natais nos diferentes grupos de pingamento do cordao umbilical

Pincamento imediato

Pincamento tardio Variacio da %

Caracteristicas N s s cv it n 3 s cv A dz‘n X entreos  p-valor
n WJn pingamentos
Idade da mae 45 25,02 6,53 0,26 0,97 66 26,02 7,53 0,29 0,93 4.00% 0,5642
Escolaridade da mae 43 7,81 2,50 0,32 0,38 61 8,59 2,87 0,33 0,37 9.99% 0,1539
N° de consultas pré-
- 36 6,28 2,19 0,35 0,36 62 7,03 2,84 040 0,36 11.94% 0,2311
nata
Mae fumante 14 31,1% 8 12% 0.0154*
Maie ndo fumante 31 68,9% 57 88% ’
Compl it. durant
oapoe T 36 818w 54 86%
gestag : 0,5875
Complexo vit.durante a
~ ~ 8 18,2% 9 14%
gestagao — nao
Tipo de parto — cesairea 26  59,1% 48  73,8% 0.1055
Tipo de parto — vaginal 18  40,9% 17 27% ’
Peso do RN 41 337890 490,80 0,15 76,65 65 3482,97 463,47 0,13 57,49 3.08%
RN sexo feminino 20 44,4% 31 47% 0.7932
RN sexo masculino 25 56,6% 35 53% ?
Sulfato ferroso antes dos
6 . 4 9,1% 10 16%
meses — sim
Sulfato ferroso antes dos LA
B 40 90,9% 53 84%
6 meses — ndo
5

n

% - percentual; X _ média; 5 desvio-padrao; CV - coeficiente de variagao; Vn erro padrao

*diferenca estatisticamente significativa

Teste Qui-Quadrado para proporg¢des; Teste Nao-Paramétrico U Mann Whitney para diferenga entre grupos.

A) Ferritina 1° dia x idade mae

r=02702 Idade Mae (anos)

Ferritina 1° dia

r=0,2977

Ferritina 3° més

B) Ferritina 3° més x idade mae

Idade Mae (anos)

NS
N g

.

Concentragio (ng/mL)

Figura 2. Ferritina versus idade da mae do RN

Concentragio (ng/mL)
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Tabela 2. Valores da ferritina das criangas ao nascimento, aos 3 meses e aos 6 meses de vida, segundo o tipo de pingamento do corddo umbilical

Pingamento imediato

Pincamento tardio

Variagao da

% da ¥ do
Caracteristicas N 3 s cv a8 N 3 s cv e 'pinq-amento p - valor
Wn 4n  imediato para
o tardio
Ferritina
. 41 243,39 139,95 0,58 21,86 60 216,04 115,27 0,53 14,88 -11.24% 0,403
1° dia vida
Ferritina
30 més 23 97,79 8360 085 1743 35 111,82 71,01 0,64 12,00 14.35% 0,3090
Ferritina
60 mé 13 24,81 24,90 1,00 6,91 28 33,19 31,90 0,96 6,03 33.78% 0,2074
° més
Variagao %Fer 1°dia/3° més 23 -57%  29%  0.52  0.061 32 -13%  77% 576 0.135 0,0133*
Variagdo %Fer 1°dia/ 6°més 13 -89% 10% 0.11  0.028 26 -78%  21% 0.27 0.042 0,1287
Variagdo %Fer 3°més/6°més 12 -71% 40% 0.56 0.115 20 -70%  30% 0.43 0.067 0,5081

5

% - percentual; x_ média; § - desvio padrao; CV - coeficiente de variagdo; Wn erro padrdo

*diferenga estatisticamente significativa
Teste Nao-Paramétrico U Mann Whitney para diferenca entre grupos

Ja a Figura 2 mostra uma correlagio significativa
entre a ferritina do primeiro dia de vida (A) e do terceiro
més (B) e aidade da méae do RN.

DISCUSSAO

Desde ja, é importante considerar que o numero
de perdas no seguimento, superior ao esperado, poderia
comprometer a qualidade dos resultados, porém
os cuidados metodologicos adotados neste estudo
garantiram a qualidade das informacdes e a possibilidade
de se discutirem os achados frente aos resultados dos
poucos estudos que tratam de avaliar os efeitos do
pingamento tardio sobre os niveis de ferritina sérica ao
longo dos seis primeiros meses de vida.

Os resultados deste estudo confirmam que o
pingamento tardio do cordao umbilical (1 minuto apds
o nascimento em diante) tem efeito positivo sobre os
niveis de ferritina no terceiro e sexto meses de vida,
pois seus valores médios (111,82 ng/mL e 33,19 ng/mL,
respectivamente) mostraram-se superiores aos valores
médios da ferritina sérica encontrada no terceiro (97,79
ng/mL) e no sexto meses (24,81 ng/mL) no pincamento
precoce. No estudo conduzido por Cernadas et al’, o
valor médio da ferritina aos 6 meses de idade também
foi mais alto no grupo pingado aos 3 minutos (33,2 ug/L)
que no grupo pingado imediatamente apds o nascimento
(20,9 ug/L). E os resultados publicados por Chaparro et
al.® mostraram diferengas significativas nos depdsitos de
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ferro aos 6 meses de vida (27-47 mg de ferro a mais) de
criangas com pin¢amento do corddo aos 2 minutos em
comparagdo aquelas submetidas ao pincamento imediato.

Em nossos resultados, houve uma diferenca
significativa na variagdo da ferritina sérica do primeiro
dia de vida para o terceiro més. No pingamento tardio,
os niveis de ferritina dos RN no primeiro dia de vida
comparados com os dosados no terceiro més sofreram
uma queda menor (-13%) e foram mais bem preservados
do que no pincamento precoce (-57%). Venancio et al.’
efetuaram dosagens de ferritina do cordao umbilical ao
nascimento e do sangue venoso no terceiro més de vida
e constataram que a intervengao realizada foi responsével
por um incremento de 23,29 ng/mL na média de ferritina
aos 3 meses de idade.

Também  encontramos uma  correlagdo
significativa entre a ferritina sérica do primeiro dia de
vida e do terceiro més e a idade da mae do RN: quanto
maior era a idade da méae, menor foi o valor da ferritina
da crianca. No entanto, nenhum relato que mencione
esta associa¢ao foi publicado; sendo assim, sugere-se que
mais estudos sejam efetuados para avaliar tal correlagao.

Desta forma, os resultados encontrados neste
estudo mostram que o pingamento tardio do cordio
umbilical de recém-nascidos a termo melhorou
consideravelmente o aporte de ferro de lactentes de
3 e 6 meses de idade (um incremento de 14,03 ng/mL
na média da ferritina no terceiro més e 8,38 ng/mL no
sexto més) e que essa técnica consiste em uma alternativa
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adicional de intervencdo sustentavel, de baixo custo e
estratégia segura para integrar programas que visem a
reducdo de anemia por deficiéncia de ferro em criangas,
principalmente de paises em desenvolvimento, onde ha
alta prevaléncia de anemia na infancia.
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RESUMO

Foram avaliadas a expressdo de marcadores Ki-67 e CD71 nas células imaturas CD34+ em pacientes
com leucemias agudas (LA) e a associagdo entre esses marcadores. Foram selecionados 54 pacientes
com LA atendidos no Centro Oncoldgico de Referéncia do estado do Maranhao, de dezembro/2008
a novembro/2009. A expressao de Ki-67 e CD71 foi determinada por citometria de fluxo, em células
positivas para o marcador de células imaturas CD34. Dos 54 pacientes, 34 (63,0%) eram portadores de
leucemias linfoides agudas (LLA), destes, 73,5% eram do tipo B (LLAB) e 26,5% do tipo T (LLAT). A
maior expressdo de Ki-67 em medula 6ssea (MO) e sangue periférico (SP) foi detectada na LLAB; e, nas
amostras de MO, o CD71 apresentou maior expressao na LLAT. Em SP, houve maior expressdo do CD71
nas LMA. Houve associagdo entre o Ki-67 e o CD71 em MO na LMA e, em SP, na LLAB. A expressdo
do Ki-67 nas leucemias agudas ndo diferiu nas amostras estudadas; contudo, diferencgas na expressao do
CD?71 foram maiores na LLAT em MO e em SP na LMA. Esses achados serdo uteis no diagndstico e no
monitoramento de pacientes leucémicos quanto a agressividade neoplasica pela detec¢do dos marcadores
de proliferagdo celular.

Palavras-chaves. leucemia aguda, proliferagio celular, Ki-67, CD71.

ABSTRACT

The expression of Ki-67 and CD71 was determined on the immature CD34+ cells from patients with acute
leukaemias (AL) and the relationship between the markers was established. 54 patients with AL were
selected from December 2008 to November 2009 at Oncology Reference Center, Maranhao, Brazil. Ki-67
and CD71 expression was determined by flow cytometry in cells positive for immaturity marker CD34. Of
54=patients, 34 (63.0%) had acute lymphoid leukaemias (ALL), and 73.5% of them were type B (ALL-B)
and 26.5% type T (ALL-T). The highest Ki-67 expression in bone marrow (BM) and peripheral blood (PB)
was found in ALL-B than in ALL-T or acute myeloid leukaemia (AML). The highest CD71 expression was
detected in BM samples from ALL-T and in PB samples from AML. An association between Ki-67 and
CD71 in BM from AML and in PB from ALL-B was observed. The expression of Ki-67 in acute leukaemias
did not differ in the analyzed samples; however, great differences in CD71 expression were observed in BM
from ALL-T and in PB from AML. These findings will be useful for diagnosis purposes and for monitoring
leukemic patients by detecting the neoplastic cell proliferation markers.

Keywords. acute leukemia, cell proliferation, Ki-67, CD71.
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INTRODUCAO

As leucemias agudas sio um grupo heterogéneo
de neoplasias primarias da medula 6ssea caracterizadas
pela substitui¢ao dos elementos medulares e sanguineos
normais por células imaturas denominadas blastos, bem
como pelo acumulo dessas células em outros tecidos.
Uma das bases importantes da patogénese da leucemia é
a proliferagdo celular desordenada'?.

A proliferagao celular é definida como o aumento
do nimero de células, resultante da complementagio
do ciclo celular. Este ciclo engloba uma cascata de
eventos, processados de maneira ordenada, assegurando
a duplica¢ao fiel dos componentes celulares em uma
sequéncia logica e a divisdo desses componentes em duas
células-filhas®. A citometria de fluxo vem sendo muito
utilizada para quantificar a taxa de proliferagao celular,
além de detectar e diferenciar leucemias*.

A expressio da proteina humana Ki-67 ¢é
estreitamente associada com a proliferacao celular. O
fato de estar presente durante todas as fases ativas do
ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) e nao estar nas células
em repouso (GO) faz do Ki-67 excelente marcador para
determinar a fragdo do crescimento de uma populagio
celular®.

O receptor de transferrina (CD71) é uma proteina
expressa na membrana que desempenha um papel central
no metabolismo do ferro. Seu ligante, a transferrina,
se liga ao ferro férrico e o entrega as células’. O CD71
desempenha um papel significativo na proliferacao
celular, sendo expresso na maioria das células em divisdo
e com expressio regulada positivamente mediante
ativacio celular’.

Considerando-se que a proliferacao celular esta
intimamente ligada a agressividade neopldsica e a maioria
dos estudos de proliferagdo celular em leucemias utiliza
a imunocitoquimica, esta pesquisa tem por objetivos
quantificar a expressdao dos antigenos Ki-67 e CD71 por
citometria de fluxo e associar os dois marcadores entre si,
nas células imaturas (blastos), positivas para CD34+ em
pacientes com leucemias agudas.

MATERIAL E METODOS

Foram diagnosticados com leucemia aguda 60
pacientes, divididos em faixa etaria infanto-juvenil (<
19 anos) e faixa etdria adulta (= 19 anos)® no Centro
Oncolégico de Referéncia do estado do Maranhdo (no

Nordeste brasileiro) entre dezembro de 2008 e novembro
de 2009 (doze meses). Foram excluidos dos estudos
de proliferacao celular 4 pacientes que perderam a
expressdo do CD34, o que impossibilitaria a analise da
proliferacdo apenas nas células neoplasicas, e 2 pacientes
diagnosticados com leucemia bifenotipica aguda, pois
constitui uma populagdo muito pequena para avaliagdo
estatistica. Isso possibilitou a analise da proliferagdo
celular em um total de 54 pacientes.

O diagnéstico das leucemias agudas foi baseado
no aspecto citomorfolégico e imunofenotipico dos
blastos em medula 6ssea ou sangue periférico. A
imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo
utilizando-se um painel de anticorpos monoclonais
(Becton Dickinson, San José, Califérnia, Estados
Unidos) marcados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) e proteina piridina de clorofila
(PerCP), direcionados contra antigenos de células
precursoras e antigenos da linhagem B, T ou mieloide.
As LMA foram classificadas de acordo com os critérios
da classificacio franco-americana-britinica (FAB)*'° e
do Grupo Europeu para Caracterizagao Imunolégica das
Leucemias (EGIL)". A classificacido das LLA foi feita com
base nos conceitos do grupo EGIL".

Esta pesquisa integra um projeto submetido
a apreciagio pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e aprovado
(parecer consubstanciado 115/2008) em 11 de margo de
2008, conforme as diretrizes descritas na Resolugdo n.
196/96.

Estudos de Proliferagao Celular

A determinagao dos antigenos Ki-67 e CD71 foi
estudada nos blastos CD34 positivos do sangue periférico
e na medula dssea dos pacientes portadores de LLA (B e
T) e LMA.

A determinagdo da expressdo do antigeno Ki-67
nas células blasticas CD34 positivas por citometria de
fluxo foi realizada usando-se o anticorpo monoclonal
anti-Ki-67 conjugado com FITC (Becton Dickinson) e o
anticorpo anti-CD34, marcador de células precursoras,
conjugado com PE (Becton Dickinson).

Resumidamente, a suspensao celular foi ajustada
para uma concentra¢ido de 1 x 10° células por tubo.
Primeiramente, foi realizada marcacdo em membrana
através do anticorpo monoclonal CD34 PE, seguida
de incubagdo em cimara escura. Foi entdo adicionada
solugdo de lise (Becton Dickinson, FACS Lysing Solution)
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diluida 1:10 em agua destilada, com posterior incubagio
a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada
e o sedimento ressuspendido em PBS 1%, seguido de
nova centrifugacao. Para marcagdo em citoplasma, apds
descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas
em solugdo de tampao permeabilizante (BD Facs’
Permeabilizing Solution), incubadas e, posteriormente,
centrifugadas, seguido pelo descarte do sobrenadante. Ao
sedimento, foi adicionado o anticorpo anti-Ki-67 FITC
de acordo com recomendacdes técnicas do fabricante, e
ao tubo controle, foi adicionado o controle isotipico. Os
tubos foram incubados em cdmara escura a temperatura
ambiente. Apos incubagio, realizou-se a lavagem com

L —
100 102 10°

Controle isotipico

10%

FRmaEmEai
100 101 102 102 104
FL1-Height

PBS 1% e centrifugacao, descartando-se o sobrenadante.
Ao sedimento, foi adicionado paraformaldeido 1%
(Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich), preservando-o a
temperatura de 4 °C, ao abrigo da luz.

A determinagdo do CD71 seguiu o mesmo
protocolo técnico utilizado para o Ki67, com excegdo
de que, para o CD71, usaram-se os anticorpos anti-
CD71 FITC e anti-CD34 PE, com marcagao apenas em
membrana.

Apds a marcagdo dos anticorpos monoclonais,
foram realizadas leituras e analises em citdbmetro de fluxo
(FACSCalibur, da Becton Dickinson), utilizando-se o
Cell Quest software, versao 3.1 (Cell Quest ™ Software,

92,8%

;:: BJRAALLI BERARLLY EELEELEL |
109 101 102 103 107
CD71 FITC

Figura 1. Andlise do marcador Ki-67 e CD71 por citometria de fluxo: a) Dot plot do controle isotipico do Ki-67. (b) Dot plot da dupla marcagao
do anticorpo anti-Ki-67 versus anticorpo anti-CD34. (c) Dot plot do controle do anticorpo anti-CD71. (d) Dot plot da dupla marcagdo do

anticorpo anti-CD71 versus anticorpo anti-CD34
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Becton Dickinson Immunocytometry Systems), com
aquisi¢do de 10.000 eventos no gate de células blasticas. A
partir da janela de analise estabelecida para os parametros
de dispersdo luminosa para o tamanho (FSC - forward
scater) e a complexidade interna celular (SSC - side
scater), foram obtidos gréficos do tipo dot plot nos canais
de fluorescéncia para FL1 (FITC) e para FL2 (PE). Os
resultados foram fornecidos na forma de percentagem de
células blasticas positivas para os anticorpos monoclonais
estudados.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar
normalidade na distribuicdo dos dados. Para variaveis
com distribuicdo assimétrica, utilizaram-se testes nio
parameétricos.

Na avaliacdo de diferencas na expressio dos
marcadores de proliferagdo celular Ki-67 e CD71 em
sangue periférico e medula dssea segundo os tipos de
leucemias agudas, empregaram-se os testes Mann-
Whitney (dois grupos) e Kruskall-Wallis (mais de dois
grupos).

A associagdo entre as variaveis de proliferacao
celular foi avaliada por regressdo linear. Em todas as
analises, adotou-se nivel de significAncia de 5%.

RESULTADOS

Dos 54 pacientes avaliados, 34 (63,0%) eram
portadores de LLA e 20 (37,0%) de LMA. Do total de casos
com LLA, 73,5% (25/34) foram tipo B e 26,5% (9/34) tipo T.

A Figura 1 representa um dot plot dos marcadores
de proliferaciao criado apds a analise por citometria
de fluxo e mostra as células duplo-positivas para os
marcadores de proliferagio na medula dssea de um
paciente com LLA.

No total de pacientes, nao houve diferenga
significativa (p = 0,1318) para a mediana da expressdo
do Ki-67 em medula 6ssea entre a LLA B (25,8%) em
relacao a LLAT (10,8%) e LMA (9,9%), nem em sangue
periférico (p = 0,1513) entre a LLAB (44,2%), a LLAT
(30,9%) e a LMA (4,2%).

Do mesmo modo, ndo houve diferenca
significativa (p = 0,6198) para a mediana da expressdo
do CD71 em medula éssea entre as LLAT (38,0%), LLAB
(17,5%) e as LMA (32,3%), nem em sangue periférico
(p = 0,4926) entre as LMA (64,5%), LLA-B (9,7%) e as
LLAT (9,6%) das LLA-T.

Houve diferenca estatisticamente significativa (p
=0,0129) quando foram comparados os valores do Ki-67

em sangue periférico e Ki-67 em medula dssea nas LMAs
e também quando foram comparados os valores de CD71
em sangue e medula (p = 0,0289) (Tabela 1). Quando
analisadas as expressoes dos marcadores de proliferagdo
por faixa etdria (infanto-juvenil e adulta), ndo houve
significancia estatistica (p = 0,2981).

Observou-se associagdo positiva entre a
expressao do antigeno Ki-67 e o CD71 na LMA (p =
0,012) em medula éssea, sendo que o Ki-67 aumenta
28 pontos percentuais a mais em relagdo ao CD71. Na
LLAT e LLAB, nio foram observadas associa¢des entre
as variaveis de proliferagdo. Em sangue periférico, houve
associagdo entre a expressdo do antigeno Ki-67 e o CD71
na LLAB (p = 0,012), sendo que o Ki-67 aumenta 202,2
pontos percentuais em relagio ao CD71. Na LLAT e
LMA, nio foi observada associac¢do entre Ki-67 e CD71
em sangue periférico (Tabela 2).

DISCUSSAO

Dos 54 pacientes submetidos ao estudo de
proliferacdo celular, a maioria foi diagnosticada com LLA
(63%), e as LMA constituiram 37% do total de leucemias
agudas. Dados epidemiolédgicos da literatura refletem
percentuais de LLA que variam de 67% a 85% dos casos™.
A exclusdo em nosso trabalho de 4 casos que perderam
a expressao do antigeno CD34 (todos LLA) refletiria um
valor real de 65,5% de LLA.

A expressao dos marcadores de proliferagao
celular utilizados nesta pesquisa foi feita separadamente
em medula dssea e em sangue periférico, pois ha relatos
na literatura que apontam diferencas entre os parametros
cinéticos nos blastos nessas duas amostras biologicas®.

Quando comparamos a expressio do Ki-67
em medula dssea com a expressao do Ki-67 em sangue
periférico, houve diferenga estatistica (p = 0,0129) apenas
na LMA entre os tipos de amostras bioldgicas (MO e
SP). Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por
outros autores que também encontraram diferencas na
expressao da variavel estudada no sangue periférico e na
medula dssea'.

De modo semelhante ao Ki-67, o CD71 também
apresentou expressdes diversas nos diferentes tipos
de amostra. Na medula dssea, houve maior expressdo
na LLAT, e no sangue periférico, maior expressio na
LMA. Na literatura, sdo encontrados dados em que
a porcentagem de células que expressam o CD71 ¢
maior na LLAT em medula dssea, confirmando nossos
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Tabela 1. Expressao dos marcadores Ki-67 e CD71 (sangue periférico e medula 6ssea) por tipo de leucemia aguda em pacientes do Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sao Luis-MA, no periodo de novembro de 2008 e novembro de 2009 (12 meses)

Ki-67 CD71

Tipo  de MO SP MO SP
Leucemia * p* P

N X Dp Med 5(DpMedp N X Dp Med N X Dp Med

LLAT 5 129 15,0 10,8
LMA 15 16,5 13,3 9,9

27,7 24,4 30,9 0,1416 5 40,6 33,3 38,0 4 253 332 9,6 0,2207 0,4112

N

LLAB 18 26,2 18,3 258 6 37,8 26,0 44,2 03399 18 26,1 244 17,5 6 13,0 11,7 9,7 0,1433 0,2115
4
5 260 3,6 42 001297 15 36,1 30,0 32,3 5 49,6 41,5 64,5 0,6312 0,0289**

X = média; dp = desvio-padrio; Med = mediana; MO = medula dssea; SP = sangue periférico; p* = p valor para Mann-Whitney; p** = p valor
para Kruskall-Wallis; p** = valor estatisticamente significante (p < 0,05)

Tabela 2. Associagdo entre os marcadores Ki-67 e CD71 em medula dssea e sangue periférico por tipo de leucemia aguda em pacientes do
Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello, Sao Luis-MA, no periodo de novembro de 2008 e novembro de 2009 (12 meses)

Ki-67 versus CD71

Tipo de leucemia MO SP
Coef. Dp p* Coef. dp p*
LLAB - 0,154 0,178 0, 399 2,022 0,467 0,012**
LLAT 0,161 0,297 0,641 0,470 0,325 0,244
LMA 0,280 0,095 0,012** 0,010 0.049 0,851

Coef. = coeficiente de regressdo linear; dp = desvio-padrao; MO = medula 6ssea; SP = sangue periférico; p* = p valor para
regressao linear; ** = valor estatisticamente significante (p < 0,05).

resultados. Neste estudo, também foi possivel observar  dos diferentes tipos de leucemias agudas na rotina de
maior expressio da LMA em sangue periférico, quando  diagnostico.
relacionado a LLA B, que apresentou a menor expressio Nio foi observada diferenca estatistica nas
desse marcador, sugerindo que os blastos linfoides B expressées dos marcadores de proliferacio por faixa
em sangue periférico apresentam menor expressio do etaria (infanto-juvenil e adulta), sugerindo que a idade,
antigeno CD71 que outros tipos de leucemias agudas'. nesta pesquisa, nao interfere na expressao do Ki-67 e
Sugere-se que CD71 é seletivamente expresso CD71, apesar de alguns estudos indicarem que o CD71
em precursores eritroides em todos os estagios de diminui com aidade nas LLA".
maturagdo, principalmente em medula Ossea, pois A avaliagdo comparativa entre a atividade
requer grande quantidade de ferro para suportar a proliferativa das células nos diferentes tipos de leucemias
produgao de hemoglobina®'®, o que pode afetar e explicar ~ agudas em nosso estudo demonstrou que, na medula
resultados diferenciais de quantificagio desse marcador  Ossea, os resultados apresentaram associagio na LMA,
em medula dssea e sangue periférico. Entretanto, como  com o Ki-67 aumentando a medida que o CD71 também
em nosso protocolo de analise as células avaliadas foram  aumenta. No sangue periférico, apenas LLAB apresentou
apenas aquelas CD34 positivas (células mais imaturas), associagdo, justificando que o Ki-67 aumenta juntamente
eliminou-se o risco de estarmos avaliando os eritroblastos com o CD71. Esta significante associagao pode estar
(precursores eritroides) simultaneamente e falsear os relacionada a uma maior agressividade da doenga,
resultados. muito embora um maior numero de pacientes merega
Nossos resultados apontam que o aparecimento  ser avaliado clinicamente por maior periodo de tempo,
de maiores taxas de CD71 nosblastos em sangue periférico  para que assim se estabeleca o valor preditivo desses
nas LLAT esta associado a uma maior agressividade marcadores de proliferagdo celular com a evolugao e o
neoplasica desses subtipos de neoplasias em relagio  progndstico nas leucemias agudas.
aos indices proliferativos encontrados nas LLAB, o que
pode ser valorizado em uma andlise individualizada
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CONCLUSAO

A expressdo antigénica do Ki-67 nas leucemias
agudas ndo diferiu nas amostras bioldgicas estudadas.
Por outro lado, foram observadas diferencas na expressao
do CD71, sendo maior na LLAT em medula dssea e na
LMA em sangue periférico.

As maiores taxas de CD71 nos blastos em
sangue periférico nas LLAT sugere maior agressividade
neopldsica desses subtipos de neoplasias em relagdo aos
indices proliferativos encontrados nas LLAB.

Nio foi observada diferenga nas expressoes dos
marcadores de proliferagio por faixa etaria (infanto-
juvenil e adulta).

Foi observada associacio entre o Ki-67 e o CD71
em medula 6ssea na LM A e em sangue periféricona LLAB.
Apesar de ser observada neste estudo associagdo entre
ambos os marcadores de proliferagdo celular, é necessario
um estudo de evolu¢ao clinica a médio e longo prazo
para avaliagdo da proliferagio celular no progndstico e na
sobrevida de pacientes com leucemias agudas.

Estes resultados poderao ser utilizados associados
ao diagnostico, podendo contribuir para monitorar os
pacientes leucémicos quanto a agressividade neoplasica
por meio da detecgdo dos marcadores de proliferagdo
celular.
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RESUMO

Neste estudo foi avaliada a metodologia de revisio rapida de 100% em esfregacos com e sem informagdes de
critérios de risco clinicos utilizando-se o tempo médio de um e dois minutos. Um total de 5.395 esfregagos
foi analisado, dos quais 274 foram classificados como alterados e 5.121 como negativos ap6s anélise de
rotina. Das amostras negativas, 958 continham informagdes de critérios de risco clinicos, as quais foram
submetidas a revisdo rapida, que identificou 10 (1,04%) como alteradas quando foi utilizado o tempo de
um minuto e 9 (0,93 %) com o tempo de dois minutos. Dos 4.163 esfregacos negativos sem informacdes
de critérios de risco clinicos, apds revisdo rapida utilizando tempo de um e dois minutos, 35 (0,84%)
foram identificados como alterados em ambos os tempos. Em esfregacos com informagoes de critérios de
risco clinicos, a metodologia de revisdo rapida apresentou sensibilidade de 83% e 75%, respectivamente
para o tempo de um minuto e dois minutos. Nao houve diferenca significativa na detec¢do de resultados
falso-negativos em esfregacos com e sem informacéo de critérios de risco clinicos. Observou-se também
que ndo houve diferenca no desempenho da revisdo rapida na detec¢do de resultados falso-negativos,
utilizando-se os tempos de um e dois minutos.

Palavras-chave. controle de qualidade, exame colpocitoldgico, garantia da qualidade dos cuidados de
saude.

ABSTRACT

This study evaluated the performance of the methodology of 100% rapid review on the cervix Pap smears
with and without information on clinical risk criteria by using the average time of one and two minutes
assays. A total of 5,395 smears were analyzed, and of these 274 were classified as altered and 5,121 as
negative after routine examinations. Of negative smears, 958 had clinical risk criteria information, and they
were analyzed by rapid review, which identified ten (1.04 %) as altered by the one minute-revision, and
nine (0.93) by using a time of two minutes. Analyzing 4,163 negative smears without clinical risk criteria
information by rapid review using the times of one and two minutes, 35 (0.84%) were identified as altered
in both procedures. The technique of rapid review showed sensitivity of 83% and 75% for the review time
of one minute and two minutes, respectively, in smears with available clinical risk criteria information.
No difference was found in detecting false-negative smears with and without available clinical risk criteria
information. Also, no difference was found in the rapid review performance for detecting false-negative
results by employing one to two-minutes techniques.

Keywords. quality control, vaginal smears, quality assurance health care.
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INTRODUCAO

A historia natural do céncer do colo do utero
apresenta um longo periodo de desenvolvimento desde o
inicio da lesdo até a invasdo, porém ainda representa um
grande problema de saude publica'. Um aspecto bastante
relevante do ponto de vista da prevengio e controle é que o
processo de evolucdo do cancer do colo do ttero pode ser
interrompido. A prevencdo primaria evita o aparecimento
da doenga por meio de intervengdes no meio ambiente e
em seus fatores de risco, como o estimulo ao sexo seguro,
a correcdo das deficiéncias nutricionais e a diminuicdo
da exposic¢do ao tabaco. Assim, a mulher sob risco devera
ser identificada durante a consulta ginecoldgica e ser
acompanhada com mais frequéncia**.

As informacgoes obtidas durante a anamnese
dirigida, sugeridas no roteiro de critérios de risco
clinicos, referem-se a tratamentos hormonais ou
radioterapicos, a presenca de sangramento vaginal fora
do periodo menstrual, a sangramento vaginal apds
relagio sexual, a evidéncia de doenga sexualmente
transmissivel (DST) ao exame ginecoldgico (inclusive
portadoras de virus da imunodeficiéncia adquirida -
HIV), a alterages macroscdpicas significativas ao exame
especular ou a colposcopia e a critérios citopatoldgicos
que compreendem qualquer resultado de exame prévio
alterado. Essas informag¢des permitem a identificacdo de
um perfil de risco e, de acordo com recomendagdes do
Ministério da Saade (MS), os esfregacos citopatoldgicos
do colo do tutero contendo tais informagdes devem
ser revisados apds o escrutinio de rotina como um
dos critérios de controle interno da qualidade nos
laboratdrios>®.

No sentido de normatizar, o MS, por meio da
Secretaria de Politicas de Saide e da Secretaria de Assisténcia
a Saude, instituiu a Portaria conjunta n° 92, de 16 de outubro
de 2001, que determina a execugdo do monitoramento
interno e externo da qualidade dos resultados de exames
citopatoldgicos para os laboratdrios que realizam esses
exames para o Sistema Unico de Satde (SUS)”. Em 2005,
o MS, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), instituiu a Resolugdo da Diretoria Colegiada
- RDC n° 302, que dispde sobre o Regulamento Técnico
para Funcionamento de Laboratdrios Clinicos Publicos e
Privados e também sobre a execu¢ido do controle interno e
externo da qualidade®.

A maioria dos casos de cancer ocorre em
consequéncia da nao inclusao da mulher em um programa
organizado, especialmente as de alto risco, ou seja, a ndo

realizacdo do exame até a falta de seguimento em intervalos
apropriados, ou ainda um seguimento inadequado
em funcdo de um resultado falso-negativo ou falso-
positivo compromete a eficiéncia do programa*!''. Nesse
contexto, varias medidas tém sido implementadas para
diminuir os resultados falso-negativos e falso-positivos
do exame citopatolégico do colo do utero, que incluem
recomendagdes da técnica correta de coleta, representando
o canal endocervical e a zona de transformagdo no
esfregaco, com o uso da escova e da espatula de Ayre. Os
laboratérios também tém estabelecido procedimentos para
otimizar o controle interno da qualidade'>*.

Métodos alternativos tém sido apontados, como
controle interno da qualidade®, e a revisdo rapida tem se
destacado, com melhor desempenho quando comparada
com a revisdo de 10% e a revisao baseada em critérios
de risco clinico™*¢, além de apresentar melhor relagdo
custo-beneficio". Alguns estudos tém relatado que, para a
implantagdo da revisdo rapida dentro de um laboratdrio,
os melhores resultados tém sido obtidos com equipes
previamente treinadas'*'®.

Contudo, é inquestionavel a importancia do exame
citopatoldgico nos programas de prevengao do cancer
do colo do utero, identificando lesdes pré-neoplasicas
ou mesmo neoplasicas; os beneficios de sua aplicagao
na deteccdo dessas lesdes em grandes populagdes,
especialmente as de alto risco, sdo evidentes. Embora o
exame citopatoldgico apresente uma alta especificidade,
em torno de 98%, hd evidéncias de que o método tem
importantes limitagdes a serem consideradas e que supera-
las significard maximizar o valor da andlise citoldogica'.

Assim, o objetivo deste estudo foi uma avaliagao
mais detalhada do método de revisdo rdpida de 100%,
utilizando os tempos de um e dois minutos em esfregagos
citopatoldgicos do colo do ttero com e sem informagoes
de critérios de risco clinicos, para definir qual tempo
apresenta melhor eficiéncia na identificagao de resultados
falso-negativos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo do tipo epidemioldgico
transversal, na Se¢ao de Citologia do Centro de Andlises
Clinicas Romulo Rocha da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Goids, no periodo de maio de
2007 a junho de 2008, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa dessa institui¢do, protocolo n° 057/2007.

Foram analisadas 5.395 esfregacoes
citopatologicas da rotina do laboratdrio.
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O estudo teve como base os resultados de
exames citopatologicos do colo do utero de mulheres
usuarias do Sistema Unico de Satde (SUS) de Goiania-
GO que procuraram, espontaneamente, os servigos de
Estratégia Satide da Familia, Unidades Basicas de Saude, e
concordaram em participar do estudo assinando o termo
de consentimento livre esclarecido. A coleta dos esfregacos
foi realizada por médicos e enfermeiros pela técnica
convencional para rastreamento de cancer do colo do ttero.

Os citologistas  participantes ~ deste  estudo
tinham de dois a dez anos de experiéncia no exercicio
da citopatologia, e trés anos na metodologia de revisdo
rapida de 100%. Esta metodologia consiste em revisar
rapidamente (30 segundos a dois minutos) todos os
esfregacos classificados previamente como negativos ou
insatisfatorios apds o escrutinio de rotina'**.

Neste estudo, utilizaram-se os tempos de um e dois
minutos e a técnica de Turret, que é realizada alternando-se
o sentido vertical com o horizontal, lembrando uma “barra
grega’ ou a imagem de uma torre®'. Todas as etapas das
revisoes foram as cegas. O escrutinio de rotina e as revisoes
foram executados com microscopios dpticos de luz comum
do mesmo padrdo de qualidade, aumento de 10X e 40X,
e, quando necessario, foi realizado consenso para definir o
resultado final, utilizando o microscopio multicabegas.

As informacoes de critérios de risco clinicos
foram obtidas pela ficha de requisicio e resultado do
exame citopatoldgico no colo do ttero, preenchida pelo
profissional responsavel pela coleta. Foram consideradas as
informagoes recomendadas pelo MS®: hemorragia genital
pds-menopausa, sangramento ectocervical de contato,
evidéncias de DST ao exame ginecologico (inclusive HIV),
alteracdes macroscopicas significativas a exame especular
ou a colposcopia, radio ou quimioterapia prévia e critérios
citopatolégicos, isto é, todo exame citopatoldgico anterior
com alteragdes atipicas de significado indeterminado, lesdes
pré-neoplasicas ou neoplasicas escamosas e/ou glandulares.

Diariamente, ap6s o escrutinio de rotina, os
esfregacos classificados como negativos foram submetidos
a revisao rapida de 100%, utilizando a objetiva de 10X,
no tempo médio de um e dois minutos. Nessa revisdo, os
esfregacos foram classificados como negativos ou suspeitos.
Os esfregacos identificados como negativos foram
considerados como resultado final e liberados, enquanto os
suspeitos foram submetidos a revisdo detalhada, analisados
por dois citologistas que ndo participaram do escrutinio de
rotina, cujos resultados concordantes foram considerados
como resultado final. Os casos discordantes, apds a revisao
detalhada, foram analisados por um terceiro citologista,
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que, em reunido de consenso, definiu o resultado final.

Os resultados dos exames citopatoldgicos foram
classificados de acordo com o sistema de Bethesda® e
armazenados no programa Epi-Info 3.3.2. Para a andlise dos
dados, usou-se o programa SAS versao 8.2% e estimaram-
se a sensibilidade, a especificidade, com seus respectivos
intervalos de confianga (IC) de 95%, bem como o valor
preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN)
do método de revisao rapida utilizando os tempos de um e
dois minutos para exames citopatoldgicos com informagoes
clinicas. Utilizou-se o programa SigmaStat versao 2.0 para
aplicar o teste do qui-quadrado (x?), e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

RESULTADOS

Dos 5.395 esfregacos citopatologicos cervicais
analisados, 274 (5,1%) foram classificados como alterados
e 5.121 (94,9%) como negativos. Dos esfregacos negativos,
958 (18,7%) continham informagdes de critérios de risco
clinicos e 4.163 (81,3%) ndo traziam informagdes.

O escrutinio de rotina identificou 6,7% de
esfregacos alterados com informagoes clinicas e 4,5%
esfregacos sem informagdes clinicas. A revisio rapida
identificou 1,04% e 0,93% esfregacos falso-negativos com
informagoes de critérios de risco clinicos, utilizando o
tempo de um e dois minutos respectivamente. Para os
esfregacos sem informagdes de critérios de risco clinicos,
foram detectados 0,84% esfregacos falso-negativos para
ambos os tempos. Nao houve diferenca na detecgio
de resultados falso-negativos em esfregacos com e sem
informagoes de critérios de risco clinicos, utilizando os
tempos de um e dois minutos (Tabela 1).

Dos 958 (18,7%) esfregagos negativos com
informagoes de critérios de risco clinicos, observou-se
que o Grupo 1, que compreende a evidéncia de DST ao
exame ginecoldgico (inclusive HIV) e colo alterado, foi o
mais frequente e com maior numero de resultados falso-
negativos (Tabela 2).

A sensibilidade da revisdo rapida para exames
citopatoldgicos, com informagoes de critérios de risco
clinicos, foi de 83,3% e 75%, para os tempos de um e dois
minutos respectivamente (Tabela 3).

DISCUSSAO

Observou-se que os resultados falso-negativos
com informacgoes de critérios de risco clinicos foram mais
frequentes quando comparados aqueles que ndo continham
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Tabela 1. Resultados alterados identificados no escrutinio de rotina e pela revisao rapida em esfregagos com e sem informagoes de critérios de
risco clinicos, de acordo com resultado final
Escrutinio de rotina (274/5.395) Revisao rdpida um minuto (45/5.121) Revisao rdpida dois minutos (44/5.121)

Resultados Com inf. clinica Sem inf. clinica  Com inf. clinica Sem inf. clinica  Com inf. clinica Sem inf. clinica
alterados (69/1.027) (205/4.368) (10/958) (35/4.163) (9/958) (35/4.163)

n % n % n % n % n % n %
ASC-US 16 1,56 62 1,42 4 0,42 19 0,46 3 0,31 21 0,51
ASC-H 9 0,88 25 0,57 0 0 05 0,12 0 0 03 0,07
LSIL 20 1,93 57 1,31 6 0,62 11 0,26 6 0,62 10 0,24
HSIL 24 2,34 55 1.26 0 0 0 0 0 0 01 0,02
AGC 0 0 6 0,14 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 69 6,71 205 4,69 10 1,04 35 0,84 9 0,93 35 0,84

p= 0,39 p=0,18 p=0,19

Inf. - informagdo; ASC-US — Células escamosas atipicas de significado indeterminado; ASC-H - Células escamosas atipicas; nio € possivel
excluir uma lesdo intraepitelial escamosa de alto grau; LSIL - Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; HSIL - Lesao intraepitelial escamosa
de alto grau; AGC - Atipias em células glandulares.

Tabela 2. Relagdo das informagdes de critérios de risco clinicos dos esfregacos classificados como negativos pelo escrutinio de rotina e
falso-negativos identificados pelo método de revisao rapida de 100%

Informacoes clinicas Negativos  Falso-negativos
Grupo 1 n n

- Evidéncia de DST ao exame ginecoldgico (inclusive HIV) 443 7

- Colo alterado 408 6
Grupo 2

- Hemorragia genital p6s-menopausa 38 0

- Alteragdes macroscopicas significativas ao exame especular ou colposcopia 6 2

- Sangramento ectocervical de contato 17 0

- Sangramento apos relagdo sexual 257 1
Grupo 3

- Radio ou quimioterapia prévia 20

- Critérios citopatoldgico — exame citopatoldgico anterior alterado 29 0

Total 1.218 17

Um esfregaco pode ter mais de uma informagao clinica

Tabela 3. Desempenho do método de revisdo rapida em esfregagos com informagdes de critérios de risco
clinicos, utilizando o tempo de um e dois minutos, de acordo com o resultado final

Resultado final revisao rapida Um minuto (n = 958) Dois minutos (n = 958)
Verdadeiro positivo 10 9
Verdadeiro negativo 932 935

SE (IC 95%) 83,3 (62,2 - 100) 75 (50,5 - 99,5)

ES (IC 95%) 99,3 (98,7 — 99,8) 99,6 (99,2 — 100)
VPP (%) 58,8 69,2

VPN (%) 99,8 99,7

Para calcular a sensibilidade e o valor preditivo positivo, considerou-se positivo a soma dos resultados
de ASC-US e LSIL de acordo com o resultado final. SE: sensibilidade; IC: intervalo de confianga;
ES: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

informacdes de critérios de risco clinicos, porém nao foi  erros do escrutinio de rotina podem ocorrer em esfregagos
estatisticamente significativo. Verificou-se também que, com e sem informagdes de critérios de risco clinicos.

utilizando o tempo de um e dois minutos, ndo houve Verificou-se que a revisaio rapida de 100%
diferenca na deteccdo de resultados falso-negativos em  apresentou bom desempenho como método de controle
esfregacos sem informagdes de critérios de risco clinicos interno da qualidade na detec¢do de resultados falso-
pelo método de revisao rapida. Estes achados sugerem que  negativos em esfregacos com informagdes de critérios de
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risco clinicos utilizando os tempos de um e dois minutos.
Esses dados foram consistentes com os de Michelow et
al.”’, que avaliaram o desempenho da revisdo rapida de
100% em esfregagos negativos e insatisfatorios, em uma
populacio de alto risco, utilizando o tempo de um minuto,
e concluiram que o método ¢é eficiente como controle
interno da qualidade.

Reafirmando estes achados, estudos que comparam
o método de controle interno da qualidade com base em
critérios clinicos com os métodos de revisdo rapida de
100% observaram que o reescrutinio ou o pré-escrutinio
rapido apresentaram melhor desempenho do que a revisao
baseada em critérios de risco clinicos**.

Diante desses resultados, seria importante uma
reavaliagdo minuciosa no que se refere a recomendagdo
como controle interno de qualidade para laboratérios de
citopatologia, tendo em vista que o recomendado pelo MS
¢ arevisao de todos os casos negativos com informagoes de
critérios de risco clinicos e no minimo 5% dos negativos
selecionados aleatoriamente®.

Apesar de ndo ser o objetivo deste estudo,
observou-se que as informacoes de critérios de risco
clinicos relatadas pelo profissional responsavel pela coleta
nemsempre eram fidedignasaosachados citomorfolégicos
dos esfregacos (por exemplo, colo alterado ou presenca
de DST, sendo que no esfregago ndo foi encontrado
nenhuma alteracdo compativel com tal informagio),
gerando assim uma falta de confiabilidade em relagdo
as informagoes por parte dos escrutinadores. Ademais,
as vezes as fichas de requisigdo estavam preenchidas de
forma incompleta, apenas com a idade da mulher. Os
resultados deste estudo e os relatos na literatura acerca
das informagdes de critérios de risco clinicos reforcam
sua importancia no momento da realizagao do exame.
Entretanto, é necessario que sejam fidedignas e a ficha de
requisi¢ao do exame citopatoldgico deve ser corretamente
preenchida®*2.

Cabe ainda ressaltar que as informagoes de
critérios de risco clinicos mais frequentes neste estudo
foram colo alterado e DST. Estudo de prevaléncia mostra
que as lesdes precursoras do cancer do colo do utero sdo
cinco vezes mais frequentes em mulheres portadoras de
DST?, e outro estudo afirma que é de 50 a 70 vezes maior
o risco de uma mulher infectada pelo HPV desenvolver
cancer de colo uterino quando comparada com outra
mulher ndo infectada. Ha, dessa forma, grande necessidade
de mulheres que apresentam fatores de risco para o cancer
do colo do tutero serem alvo de abordagens educativas em
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saude, melhorando a percep¢do quanto a vulnerabilidade a
que estdo submetidas™.

Todos os esfregacos com informagoes de critérios
de risco clinicos, suspeitos pela revisao rapida, utilizando
o tempo de um e dois minutos, apds a revisdo detalhada,
foram classificados como ASC-US e LSIL. Vale ressaltar
que, de acordo com a histdria natural do cancer do colo do
utero, esses erros tém impacto negativo menor, devido ao
alto percentual — 70% a 90% — de regressao espontanea das
lesoes associadas em pacientes mantidos sob observacéo e
tratamento das infec¢des pré-existentes**"*%. A colposcopia
é, portanto, um método desfavoravel como primeira escolha
na conducao das pacientes que apresentam alteracoes
ASC-US e LSIL, e assim a conduta preconizada pelo MS é a
repeticao da citologia em seis meses, exceto para mulheres
com idade inferior a 30 anos™.

Concluiu-se entdo que nao houve diferenca na
deteccdo de resultados falso-negativos em esfregacos
com e sem informacdes de critérios de risco clinicos/
citopatoldgicos pelo método de revisdo rapida utilizando
o tempo de um e dois minutos. Para os esfregacos com
informagoes de critérios de risco clinicos, observou-se
também que ndo houve diferenca no desempenho da
revisdo rapida na detecgdo de resultados falso-negativos
utilizando os tempos de um e dois minutos.

Dentre as possibilidades de reducdo dos erros que
ocorrem na rotina dos laboratérios — erros de escrutinio
e interpretagdo -, deve ser objetivo de todo laboratdrio
de citopatologia monitora-los e estabelecer linhas gerais
ou um requerimento minimo de controle de qualidade,
sendo ai incluida a educacido continuada para todos os
profissionais responsaveis pela analise do exame. Assim, a
revisao rapida de 100% utilizando o tempo de um minuto
¢ uma alternativa viavel como método de controle interno
da qualidade. Este método, pelo fato de revisar 100% dos
esfregacos negativos, possibilita avaliar o desempenho
individual dos profissionais responsaveis pelo escrutinio
de rotina e adotar medidas corretivas frente aos resultados
falso-negativos.
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RESUMO

O trabalho teve como objetivo verificar a qualidade microbioldgica do chocolate artesanal ao leite
produzido e comercializado na regido sul do estado do Rio Grande do Sul. Foram pesquisadas a presenca
de Salmonella e as contagens de mesofilos aerdbicos, coliformes totais, coliformes termotolerantes,
bolores e leveduras, Staphylococcus coagulase positiva e clostridios sulfito-redutores em 40 amostras de
chocolate artesanal ao leite obtidas em estabelecimentos comerciais da regiao de estudo. Treze (32,5%)
amostras mostraram ser improprias para o consumo humano. Dessas, 11 (27,5%) apresentaram contagens
de bolores e leveduras acima dos limites estabelecidos, das quais 7 (17,5%) demonstraram apenas esse
parametro fora dos padroes. O segundo parametro microbioldgico mais frequente foi a contagem de
coliformes totais, e em 5 amostras (12,5%) foram detectados valores acima dos aceitaveis. Apenas 1 amostra
apresentou contagem de Staphylococcus coagulase positiva acima dos limites permitidos. Salmonella e
clostridios sulfito redutores ndo foram isolados das amostras analisadas. Esses resultados sao indicativos
de problemas de ordem higiénica, provavelmente relacionados a praticas inadequadas de fabricagdo ou ao
ndo cumprimento de boas praticas de fabricagéo.

Palavras-chaves. chocolate artesanal, microbiologia de alimentos, satide publica.

ABSTRACT

The present study aimed at analyzing the microbiologic quality of homemade milk chocolate produced
and marketed in the southern region of the State of Rio Grande do Sul. 40 samples were collected from
the markets of this region. Salmonella isolation, and aerobic mesophiles, total coliforms, thermotolerant
coliforms, mould and yeast, positive- coagulase Staphylococcus and sulfite-reducing clostridia counts were
performed. 13 (32.5%) samples were unsuitable for human consumption. Of these, in 11 (27.5%) samples
the yeast and mold counts were above the established limits; and 6 (17.5%) showed noncompliant results
only in this parameter only. The second microbiological parameter mostly found was the total coliforms,
and the counting values above those acceptable were detected in 5 (12.5%) samples. Only 1 sample showed
Staphylococcus coagulase positive count above the established limit. Neither Salmonella nor sulfite-
reducing clostridia were isolated from the analyzed samples. These data indicate that some hygienic
problems have occurred, probably related to inadequate fabrication practices or the non-adoption of good
practices of fabrication.

Keywords. homemade chocolate, food microbiology, public health.
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INTRODUCAO

O chocolate é um alimento obtido a partir do
processamento de cacau (Teobroma cacao) e agucar,
podendo conter outras substancias alimenticias. No
caso do chocolate ao leite, além de cacau e agucar,
também esta presente o leite em p6. Segundo a legislagao
brasileira, as matérias-primas devem, obrigatoriamente,
ser isentas de matéria terrosa, parasitas, detritos animais,
cascas de semente de cacau e outros detritos vegetais. O
chocolate pode apresentar recheio, cobertura, formato
e consisténcia variados e deve ser obtido, processado,
embalado, armazenado, transportado e conservado em
condigdes que ndo produzam, desenvolvam ou agreguem
substéncias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem
em risco a saide do consumidor, obedecendo a legislagao
vigente de boas praticas de fabricagdo'.

Bolores e leveduras, bactérias mesofilas aerdbicas
e coliformes sao utilizados como indicadoras da
qualidade higiénica do alimento. Neste ultimo grupo,
os coliformes termotolerantes tém sido utilizados
como indicadores higiénico-sanitarios, uma vez que
o habitat primdrio de parte de seus constituintes é o
trato intestinal e sua presenca em alimentos representa
contaminagdo de origem fecal direta ou indireta.
Bactérias do género Salmonella estdo entre os micro-
organismos mais frequentemente envolvidos em casos
e surtos de enfermidades de origem alimentar em
humanos, envolvendo diversos tipos de alimentos?.
Em casos de intoxica¢des alimentares, causadas pela
ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas
pré-formadas durante a proliferacio dos micro-
organismos patogénicos no alimento, o envolvimento de
bactérias dos géneros Staphylococcus e Clostridium tem
sido comumente reportado®. S. aureus tem habilidade de
produzir diferentes toxinas frequentemente envolvidas
em intoxicagdes alimentares em todo o mundo. Os
principais reservatdrios deste micro-organismo sdo as
fossas nasais, pele e pelos de animais de sangue quente,
podendo chegar aos produtos alimenticios durante
sua preparacdo e processamento. Quanto as bactérias
do género Clostridium, os sulfito-redutores sao os
mais importantes, sendo C. botulinum, C. septicum, C.
bifermentans e C. perfringes os mais frequentemente
implicados em toxinfecgdes de origem alimentar. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece que Salmonella, Staphylococcus coagulase
positiva e coliformes termotolerantes devem estar

ausentes no chocolate ao leite, permitindo o maximo de
20 UFC/g para clostridios sulfito-redutores.'

Considerando-se a possibilidade da ocorréncia
de toxinfec¢oes alimentares causadas pelo consumo de
chocolate, é de extrema importincia a verificagdo das
condigdes microbioldgicas desse alimento oferecido ao
consumo humano. A elabora¢do artesanal de chocolate
ao leite implica maior manipulacdo e exposi¢io do
produto a potenciais fontes de contaminagdo. Neste caso,
a observagdo de boas praticas de fabricagido tem destacada
importancia na obtengdo de um produto seguro para o
consumo humano.

O trabalho teve como objetivo verificar a
qualidade microbiolédgica do chocolate artesanal ao leite
produzido e comercializado na regiao sul do estado do
Rio Grande do Sul, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 40 amostras de chocolate
artesanal ao leite obtidas na regidao sul do estado do
Rio Grande do Sul, em estabelecimentos comerciais
das cidades de Pelotas e Sdo Lourenco do Sul, durante
o periodo de janeiro a dezembro de 2009. As amostras,
mantidas nas embalagens em que estavam colocadas
a venda, foram acondicionadas em caixas isotérmicas
e encaminhadas ao laboratério para analise. Foram
realizadas pesquisa da presenca de Salmonella e
contagens de mesofilos aerdbicos, coliformes totais
(35 °C), coliformes termotolerantes (45 °C), bolores e
leveduras, Staphylococcus coagulase positiva e clostridios
sulfito-redutores. Todas as analises foram realizadas de
acordo com os métodos analiticos oficiais para analises
microbioldgicas para controle de produtos de origem
animal e agua.*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 40 amostras de chocolate
artesanal ao leite quanto a aspectos microbioldgicos
indicadores de qualidade higiénico-sanitaria. Para efeito
de avaliacdo e discussdo dos resultados, estes foram
comparados com os padrdes de identidade e qualidade
do chocolate conforme a Resolugdo n. 12 da Comissdo
Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA),
da ANVISA', a qual estabelece o valor maximo de 5,0
x 10* UFC/g, maximo de 10> NMP/g, auséncia em 1 g,
maximo de 2,0 x 10 UFC/g, auséncia em 0,1 g, auséncia
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Tabela 1. Contagens de mesdfilos aerdbicos, coliformes totais, coliformes termotolerantes e bolores e leveduras em 40 amostras de chocolate

artesanal ao leite

Amostra Mesofilos aerobicos Coliformes totais Coliformes termotolerantes Bolores e leveduras
(UFC/g) (NMP/g) (NMP/g) (UFC/g)
1 6,1 x 10° 0,4 <0,3 3,0 x 10%*
2 1,1 x 10° 2,3 <0,3 8,4 x 10*
3 2,7 x 10? 110,0 <0,3 1,1 x 10°
4 3,7 x 10° 9,3 <0,3 4,0 x 10°
5 2,6 x 10? 24,0 <0,3 2,0 x 10?
6 3,5 x 10? 1,5 <0,3 7,0 x 10°
7 3,1 x 10? <0,3 <0,3 2,0 x 10?
8 1,9 x 103 46,0 0,9 5,0 x 10°
9 1,9 x 10? <0,3 <0,3 1,0 x 10?
10 3,2 x 10° <0,3 <0,3 < 1,0 x 10?
11 3,1 x 10° <0,3 <0,3 < 1,0 x 10?
12 2,9 x 10* 0,9 0,9 1,0 x 10?
13 3,0 x 10° 1,4 0,9 2,5 x 10°
14 2,2 x 10° >110,0 0,4 1,5 x 10?
15 < 1,0 x 10! 2,1 <0,3 7,5 x 10?
16 4,3 x 10° >110,0 0,4 2,9 x 10°
17 2,5 % 10° >110,0 <0,3 4,7 x 10°
18 2,0 x 10° >110,0 0,9 8,0 x 10?
19 7,0 x 10? 4,3 <0,3 < 1,0 x 10?
20 4,0 x 10! <0,3 <0,3 < 1,0 x 10?
21 4,0 x 10? <0,3 <0,3 < 1,0 x 10?
22 1,5 x 10? 2,3 <0,3 2,0 x 10?
23 8,0 x 10? 0,9 <0,3 < 1,0 x 10?
24 3,1 x 10? <0,3 <0,3 < 1,0 x 10?
25 1,0 x 10? 0,4 <0,3 5,5 x 10?
26 6,0 x 10? 2,3 <0,3 1,5 x 10?
27 5,5 x 10? 0,4 <0,3 < 1,0 x 10?
28 4,0 x 10° <0,3 <0,3 1,0 x 10°
29 3,7 x 10° 0,7 0,9 9,0 x 103
30 2,6 x 10? <0,3 <0,3 5,2 x 10?
31 < 1,0 x 10! <0,3 <0,3 1,0 x 10?
32 6,8 x 10? 12,0 0,7 2,0 x 10?
33 7,3 x 10? 4,3 <0,3 < 1,0 x 10%
34 9,0 x 10? 4.3 <0,3 < 1,0 x 10?
35 2,1 x10° 4,3 <0,3 5,0 x 10?
36 9,7 x 10? <0,3 <0,3 < 1,0 x 10?
37 5,5 x 10? <0,3 <0,3 2,0 x 10?
38 2,9 x 10? <0,3 <0,3 5,5 x 10?
39 2,8 x 10? <0,3 <0,3 1,5 x 10?
40 1,1 x 10? <0,3 <0,3 3,0 x 10?

*Valores marcados em negrito estdo acima dos limites estabelecidos pela legislagao brasileira

em 25 g e maximo de 10° UFC/g, para mesoéfilos aerébicos,
coliformes totais, coliformes termotolerantes, clostridios
sulfito-redutores, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.
e bolores e leveduras, respectivamente.

Os resultados obtidos nas contagens de mesofilos
aerdbicos, coliformes totais, coliformes termotolerantes e
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bolores e leveduras estdao apresentados na Tabela 1. Em uma
amostra (2,5%), identificada pelo niimero 16, a contagem
de Staphylococcus coagulase positiva foi 1,4 x 10> UFC/g.
Todas as demais apresentaram resultado < 1,0 x 10" UFC/
mL. Nao foram isolados Salmonella ou clostridios sulfito-
redutores de nenhuma das amostras estudadas.
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As populagoes de bactérias mesofilas aerdbicas,
coliformes totais e bolores e leveduras em alimentos
sao utilizadas como indicadoras da higiene durante a
obtengdo, o transporte, o processamento e a estocagem
dos produtos. A presenca de Salmonella, Staphylococcus
coagulase positiva e clostridios sulfito-redutores esta
relacionada a sanidade do produto. Embora o consumo
de chocolate tenha sido implicado em um surto de
infec¢ao alimentar causado por Salmonella do sorotipo
Typhimurium ocorrido na Noruega e na Finlandia
em 1987°, no presente trabalho, ndo foram detectados
micro-organismos desse género em nenhuma das
amostras estudadas. Elevadas contagens de coliformes
termotolerantes, além de indicarem condi¢oes
inadequadas de higiene, sdo também indicadores
sanitarios, uma vez que a presenca desses micro-
organismossignificaque patégenosdeorigem fecalpodem
ter contaminado o produto. Baylis et al.® demonstraram
que Escherichia coli O157:H7, um dos mais importantes
coliformes enteropatogénicos, frequentemente associado
a doencas transmitidas por alimentos, e outras E. coli
produtoras de shiga toxina sdo capazes de se manter
viaveis em chocolate experimentalmente contaminado,
estocado a 10 °C, por até 12 meses. Todas as amostras
analisadas no presente estudo apresentaram contagens
inferiores a 1 NMP/g de chocolate.

Treze (32,5%) amostras estavam imprdprias para
o consumo humano, segundo a legislacdo brasileira’,
pois os resultados das andlises microbioldgicas
mostraram pardmetros fora dos padroes. Dessas,
11 (27,5%) apresentaram contagens de bolores e
leveduras acima dos limites estabelecidos, sendo que 7
(17,5%) estavam apenas com esse parametro fora dos
padroes. A contagem de coliformes totais foi o segundo
parametro com maior numero de resultados (5 amostras,
12,5%) acima dos valores aceitdveis. Os resultados
sao indicativos de problemas de ordem higiénica,
provavelmente relacionados a boas praticas de fabricagdo
(BPF) inapropriadas ou ndo adotadas. Apenas 1 amostra
apresentou contagem de Staphylococcus coagulase
positiva acima dos limites legais, com uma concentragdo
de 1,4 x 10> UFC/mL. Essa contagem, em se tratando
de Staphylococcus aureus, é considerada insuficiente
para a produgdo de enterotoxina em quantidade capaz
de causar intoxicacio em humanos. Embora varie com
as condig¢des e caracteristicas dos alimentos, uma dose
efetiva de enterotoxina pode ser produzida quando

a populagdo desse micro-organismo ultrapassar 10°
células/g de alimento’.

O simples fato de um alimento ser produzido
artesanalmente ndo significa que nao possua a qualidade
higiénica necessaria para constituir-se em alimento
proprio para o consumo humano. Entretanto, quando os
produtos nao sofrem inspeg¢ao por 6rgaos oficiais, nao ha
garantia da padronizag¢do nos procedimentos de higiene,
nem fiscalizagdo do uso de BPE, o que aumenta os riscos
de contaminacio e perda da qualidade.

Os resultados obtidos no presente estudo
evidenciam a necessidade de maior rigor no controle
higiénico da produgdo do chocolate caseiro ao leite
comercializado no extremo sul do Brasil, como forma
de garantir as condigoes microbiologicas adequadas dos
produtos oferecidos ao consumo humano. Os resultados
obtidos sdo um alerta no sentido da ado¢do de medidas
higiénicas adequadas durante a produgdo, o manuseio
e o acondicionamento do chocolate ao leite artesanal e
da atengdo por parte dos drgaos oficiais de inspe¢ao de
alimentos quanto ao produto elaborado artesanalmente.
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ABSTRACT

Kefir is a homemade fermented milk produced by adding kefir grains. The domestic handling and
the use of raw materials from different standards and sources, and the lack of inspection by qualified
professionals, all this classify kefir as a food which might represent potential risks to human health. This
study aimed at evaluating the pathogens survival during the kefir fermentation process. Kefir grains were
added into portions of UHT skimmed milk which were experimentally contaminated with Escherichia coli
0157:H7, Salmonella Typhimurium and Enteritidis, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes.
Analyses of the microorganism isolation in these milk samples were carried out at 0, 6, 12, 48 and 72
hours of fermentation process. Salmonella Typhimurium and Enteritidis survived for a 24-hour period
in fermenting kefir. Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes were
recovered in less than 72 hours after the fermentation process was initiated. Under the conditions and
the microorganisms concentrations established in the present study, the analyzed pathogenic bacteria
survived for a period longer than those used for homemade kefir fermentation, and this one might be a
potential hazard for human consumption.

Keywords. kefir, fermented milk, inhibition, pathogens.

RESUMO

Kefir é leite fermentado produzido de forma artesanal pela adigdo de graos de kefir ao leite. A manipulagdo
doméstica e o uso de matéria-prima de diferentes padroes e origens, aliados a falta de inspegao por
profissional competente, fazem do kefir um alimento capaz de apresentar perigos potenciais para a
saude humana. No presente trabalho, foi avaliada a capacidade de sobrevivéncia de micro-organismos
patogénicos durante a fermentagao do kefir. Os graos de kefir foram adicionados a por¢oes de leite UHT
desnatado, as quais foram experimentalmente contaminadas com Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium e Enteritidis, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. As amostras preparadas
foram analisadas quanto a presenca dos micro-organismos apos 0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas de fermentacio.
Salmonella Typhimurium e Enteritidis sobreviveram por 24 horas no kefir em fermentagio. E. coli
0157:H7, S. aureus e L. monocytogenes foram recuperados até 72 horas ap6s o inicio da fermentagao. As
bactérias patogénicas estudadas, nas concentragdes e condigdes do presente trabalho, sobreviveram por
tempo superior aquele normalmente utilizado para a fermentagao do kefir preparado artesanalmente, o
qual representa perigo potencial para o consumo humano.

Palavras-chaves. kefir, leite fermentado, inibicdo, agentes patogénicos.
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INTRODUCTION

Kefir is a kind of fermented milk, usually
homemade, originated in the Caucasus, produced by
the addition of kefir grains to milk. These grains consist
of jellylike lumps that contain both bacteria and yeasts
immersed in a protein-and-polysaccharide-matrix. The
most commonly isolated microorganisms in kefir grains
are the genera Lactobacillus (L. brevis, L. casei, L. kefiri,
L. acidophilus, L. plantarum, L. kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens, L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum, L.
parakefir), Lactococcus (L. lactis subsp. lactis), Leuconostoc
(L. mesenteroides), Acetobacter, Kluyveromyces (K.
marxianus) and Saccharomyces">**.

The production of kefiratindustrial scaleislimited
due to the difficulty in obtaining starter cultures with the
required stable composition for maintaining standard
quality. Notwithstanding, the consumption of this kind
of homemade fermented milk is widespread, mainly
due to its alleged nutraceutical properties®’. Domestic
handling and the use of raw materials of different
standards and sources, and also the lack of inspection by
qualified professionals, classify kefir as a food which may
represent potential hazards to human health. Milk is an
excellent culture medium for different microorganisms,
and plays a major role in food-transmitted disease
epidemiology. Among disease-causing microorganisms
eventually carried by dairy products are Salmonella
genus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Listeria monocytogens®. In order to guarantee consumer
safety, it is essential to be aware of the risks brought up
by pathogenic microorganisms eventually found in kefir.

This study aims at evaluating E. coli O157:H7,
Salmonella enterica subsp. enterica typhimurium and
enteritidis serotypes, S. aureus and L. monocytogenes
survival during kefir fermentation process.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

We used E. coli O157:H7, by courtesy of Dr.
T. Yano (Unicamp, Campinas, Brazil), Salmonella
Typhimurium LIPOA 2023, previously isolated from
pork sausage’, Salmonella Enteritidis LIPOA 2025,
previously isolated from ground chicken meat?®, S. aureus
ATCC 14458 and L. monocytogenes ATCC 7644. The E.
coli O157:H7 strain was successively cultivated on agar
for standard plate count (PCA, Acumedia) containing

increasing concentrations of a medium of nalidixic acid,
up to 100 pg/mL.

Kefir

Kefir grains were obtained from those used for
homemade preparation of fermented milk. The grains
were added to skim UHT milk at a 1:10 ratio and kept at
20 °C. The kefir was strained daily on a sterile strainer, and
the grains were once more mixed with the milk, returning
to incubation. This process was repeated for a week.

Experimentally contaminated kefir

The bacterial strains were incubated in
brain heart infusion (BHI, Acumedia) at 37 °C until
stationary phase. Inocula with approximately 10° CFU.
mL" bacterial concentration were prepared from serial
dilutions for each culture. 500 mL UHT skim milk was
inoculated with 5 mL so as to obtain a final concentration
of about 10° CFU.mL". Following, 50 g of kefir grains
were added. This proceeding was made separately for
each microorganism. Similarly prepared kefir without
inoculation of the studied microorganisms was used as
negative control. For positive control, we used 500 mL
skim UHT milk inoculated with each microorganism at
the same experimental kefir concentration, but without
grain addition. Both the experimentally contaminated
kefir and the controls were kept at 20 °C.

Microorganism survival

Research on the studied microorganisms from
a sample of each material after 0, 6 and 12 hours of
natural fermentation at 20 °C without shaking was
done. Two samples were analyzed at 24 and 48 hours
of fermentation, and three at 72 hours. During each
analysis, pH was determined by the use of a DMPH-2
Digimed pH meter. The Salmonella and L. monocytogenes
research was performed according to US Food and Drug
Administration (FDA)’ recommendations (Andrews and
Hammack!?, Hitchins'!). For E. coli O157:H7 research,
25 mL of experimentally contaminated kefir was added
to 225 mL buffered peptone water (BPW, Acumedia)
and incubated at 37 °C for a 24-hour period. From this
culture, spreads on MacConkey agar (Oxoid) added with
nalixidic acid at 100 ug.mL"' medium concentration and
incubation at 37 °C for a 24-hour period were done. For S.
aureus research, 25 mL of experimentally contaminated
kefir wasincubated at 37 °C for a 24-hour period in 225 mL
tryptic soy broth (TSB, Acumedia) added with 1% (w/v)
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of sodium pyruvate and 10% (w/v) of sodium chloride.
Following, spread on Baird Parker agar (Acumedia) and
incubation at 37 °C for 24 hours were done. Suspicious
colonies were biochemically confirmed according to
FDA® recommendations (Bennett and Lancette'?). When
growth on selective agar was not observed within the
established incubation period, this period was extended
for another 24 or 48 hours.

RESULTS AND DISCUSSION

The ability of pathogenic bacteria that are
eventually carried by milk to survive in homemade
produced kefir, similarly to that usually found under
normal consumption conditions, was researched.
It showed that milk fermentation caused by these
microorganisms generates unfavorable conditions for the
survival of the tested bacteria.

All bacteria were recovered from experimentally
contaminated milk used as positive control after up to 72
hours of storage. No bacterium was recovered from the
negative controls.

Among the pathogens studied, E. coli had the
greatest resistance (Table 1). This microorganism is
the most frequently found thermotolerant coliform
in unprocessed milk and dairy products that have not
been submitted to thermal treatment, indicating that
this bacterium can adapt to environments rich in milk
components. Gulmez and Guven® studied the E. coli
O157:H7 behavior in kefir after a 24- and 48-hour
fermentation period and observed a population growth
which was kept viable for 21 days in cooled food. In their
study, experimental kefir was prepared by inoculating
milk with other previously prepared kefir, differently
from this study, in which kefir was produced from
the direct inoculation of kefir grains. The procedure
adopted by Gulmez & Guven'' resulted in a much
milder fermentation, which did not significantly affect
the growth of E. coli O157:H7. Moreover, the ensuing
cool storage maintenance inhibited the fermentation
process and consequently the production of inhibitory
factors, allowing the pathogen survival for a longer
period. Kasimoglu and Akgun', though not working
with kefir, analyzed the behavior of E. coli O157:H7 in
traditional and acidophilus yogurt. By experimentally
inoculating milk before fermentation at a 10* CFU.
mL"' concentration, these authors did not succeed in
recovering the microorganism after a 48-hour period.
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However, at an initial 10° CFU.mL"! concentration, E. coli
0157:H7 was recovered after a period of up to 72 hours
in traditional yogurt.

Table 1.Recovery of pathogenic microorganisms from experimentally
contaminated kefir in different fermentation times at 20 °C

e o Kefir Fermentation time (h)
(repetition) 0 6 12 24' 48" 72!

1 + + o+ At A -
Escherichia coli O157:H7 2 + o+ + A
3 + +  + At A

Salmonella ; AR A
Typhimurium 2 L
P 3 + - -
1 + 4+ + 4+ - --

Salmonella Enteritidis 2 + o+ o+ At - -
3 + 4+ + - - -

1 #F O AR === ===

Staphylococcus aureus 2 + 4+ + A+ - -
3 + + o+ 4+t Attt

1 + + - - - -

Listeria monocytogenes 2 + 4+ o+t At -
3 + + + At A -

! Two analyses were performed at 24-hour fermentation and three at
48 and 72 hours; +: presence in 25 g; -: absence in 25 g

Even though Salmonella Typhimurium and
Enteritidis proved to be the least resistant bacteria among
the studied pathogens, they managed to survive for up
to 24 hours of kefir fermentation. It is possible that the
strain used in this study was more adapted to the meat
products, where they were found, than to the fermented
milk. Czamansky', on researching kefir antimicrobial
action on Gram-negative microorganisms, observed
Salmonella inactivation after a 60-minute exposition
period. This fast inhibitory action was not observed in
the present study, probably because of the inoculum
concentration — 10° CFU.mL" - far higher than that used
in Czamansky'®, which was of 10 CFUmL™".

S. aureus was viable under fermentation in kefir
for up to 72 hours. Although it varies according to food
conditions and characteristics, an effective dose of this
enterotoxincanbeproducedwhentheS. aureuspopulation
exceeds 10° cells.g"! food’. The initial concentration used
in the experimental contamination of milk added with
kefir grains was approximately of 10° CFU.mL" in the
present study, lower than that needed to represent a
hazard to human health. The scope of this study was to
evaluate the survival ability of this pathogen in kefir, and
we did not perform bacterial counts which could allow
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Table 2.Means of pH values of the experimentally contaminated kefirs

and the positive controls in different fermentation times at 20°C.

pH (means + standard deviation)

Treatments oh 6h 12h 24h 48h 72h

LIPOA CDT 6.2+0.1* 52+0.1* 49+04 43+04 4.0£0.2* 39+0.'a
LIPOA ABB 6.3 +£0.1* 5.0+ 0.4* 4.7 £ 0.4 43+0.1* 4.0 £0.2° 4.0 +£0.1*
LIPOA MH 6.3 £0.1* 51+0.5" 5.0+0.2* 4.6 £0.3* 42 +0.1* 4.0 £0.0
Positive controls(milk with pathogens) 6.5+ 0.0° 6.3+0.1° 6.2+0.1° 5.9+0.2° 5.6 +0.4° 49+0.1°

Means with distinct letters in the columns differ statistically (P<0,001)

a follow-up of the S. aureus population behavior during
the fermentation process. The likelihood of a quantitative
increase of this microorganism during the first hours of
fermentation, producing toxin in concentration able to
cause human intoxication, however, cannot be discarded
based on results obtained. Therefore, the S. aureus ability
of surviving up to 72 hours in the fermenting product
represents a potential hazard to consumers.

L. monocytogenes was viable under the conditions
generated by the kefir production process for up to 48
hours of fermentation. These results are in agreement
with Gulmez and Guvens' observations, who, though
working with a milder fermentation than that used in
the present study, recovered L. monocytogenes from kefir
after 24 and 48 hours of fermentation.

The fermentation that is caused by
microorganisms in the kefir grains triggers a more intense
acidification process in kefir than that in milk without
the addition of these grains. Thus, the pH values obtained
during the fermentation of experimentally contaminated
kefir, as well as the negative control values, were lower
than those found in positive controls (milk without kefir
grains) (Table 2). This fact suggests that the alterations as
aresult of pH decrease are related to pathogen inhibition,
once all inoculated microorganisms in positive controls
were recovered after up to 72 hours of contamination.
Garrote et al?, when studying the kefir supernatant
inhibitory action on Gram-positive and Gram-negative
microorganisms, observed that the antimicrobial effect
is mainly due to the organic acids produced during
the fermentation process. However, the possibility that
microorganisms on kefir grains produce metabolites
with antimicrobial activity cannot be ruled out.

As under normal domestic preparation
conditions kefir is generally consumed within 24 hours
of fermentation, and rarely after 48 hours, because it loses
palatability due to acidification, the risk represented by
the likely presence of pathogenic microorganisms is

high. The results emphasize the importance of sanitary
quality of the milk used as raw material and of hygienic
procedures in utensil cleaning and handling during
homemade kefir preparation.

The studied pathogenic bacteria, the
concentrations and under the conditions of the present
study, survived for a longer period than that normally
used for homemade kefir preparation, representing a
potential hazard to human consumption. Salmonella
showed lower survival ability in the environment
generated by fermenting kefir as compared to other
bacteria in this study. Milk fermentation with kefir grains
promoted the conditions that exerted an inhibitory effect
on the tested microorganisms. The pH decrease caused
by the kefir process seems to be related to the inhibition
of pathogenic bacteria.

in
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RESUMO

Foi avaliada a qualidade da carne bovina in natura comercializada em supermercados. Vinte
estabelecimentos cadastrados na Vigildncia Sanitdria Municipal foram avaliados aplicando-se check list
baseado na legislacdo brasileira. Foram realizadas as contagens de micro-organismos indicadores nas
amostras de carne e naquelas coletadas das maos de manipuladores e da bancada pela técnica de contagem
rapida por placas Petrifilm’ (3M Company) em oito estabelecimentos. Todos os estabelecimentos
analisados estavam em desacordo com a legislagdo; em 55%, as carnes estavam estocadas em temperatura
acima do limite (7 °C) recomendado. Foram detectadas bactérias entre 1,0 x 10%e 3,1 x 10* UFC/g e 2,0 x
10 UFC/g, respectivamente, para coliformes totais e Escherichia coli nas carnes, e entre 2,0 x 10 e 3,7 x 10*
UFC/cm? para coliformes totais e < 10 a 7,0 x 10 UFC/cm? para Escherichia coli nas amostras de bancada.
Nos materiais das méos, as bactérias variaram entre 6,0 x 10% e 2,9 x 10* UFC/méo e de < 10 a 2,8 x 10°
UFC/mao, respectivamente, para Staphylococcus aureus e coliformes totais. Em todos os estabelecimentos,
houve falhas nas Boas Préticas de Fabricagdo, que induziram a exposi¢do do produto a contaminagdo
microbioldgica e comprometimento da qualidade do alimento.

Palavras- chave. qualidade microbiolégica, carne bovina in natura, condigdes higiénico-sanitarias.

ABSTRACT

This study assessed the quality of fresh beef sold in supermarkets. Twenty establishments registered in the
Municipal Sanitary Surveillance were selected, and a check list based on Brazilian legislation was applied.
In eight supermarkets, microorganisms were counted, through rapid technique, in fresh meat samples
and in those from manipulators’ hands and bench. All the analyzed supermarkets were in disagreement
with the legislation; and in 55% the meat was stored at temperature above the limit (7° C) recommended
by legislation. Bacteria were detected in meat samples from 3.1 x 10* to 1 x 10> UFC/g and from 2,0 x
10 to < 10* UFC/g for total coliforms and Escherichia coli, respectively, and from 2.0 x 10 to 3.7 x 10*
UFC/cm? for total coliforms and from < 10 to 7.0 x 10 UFC/cm? for Escherichia coli in bench samples.
The bacteria ranged from 6.0 x 10* to 2.9 x 10* UFC/hand and from < 10 to 2.8 x 10° UFC/hand for
total coliforms counts and Staphylococcus aureus, respectively, in manipulators’ hands samples. Failures
in Good Manufacturing Practices were observed in all supermarkets, exposing the products to microbial
contamination, which affected on the food quality.

Keywords. microbiological analysis, fresh meat, sanitary conditions.
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INTRODUCAO

Os alimentos de origem animal sao facilmente
contaminados, devido a sua elevada atividade de agua
e riqueza em proteinas'. Dessa forma, a carne bovina
in natura, por sua composicdo rica em nutrientes, alta
atividade de agua e pH favoravel, torna-se um excelente
meio de cultura para o crescimento microbiano, podendo
causar doengas de origem alimentar ao ser humano?®.

A contaminagdo da carne bovina pode acontecer
via enddgena ou exdgena, sendo que a principal via de
contamina¢do ocorre no meio externo, por exposicao
as diferentes fontes de contaminagdo®. Entre as diversas
origens de contaminagao, destacam-se: auséncia no controle
higiénico-sanitario durante o abate animal, transporte,
estocagem nos estabelecimentos de comercializagdo,
controle do tempo/temperatura, higienizacdo dos
equipamentos e utensilios e excesso de manipula¢iao®.

Em torno de 70% da carne bovina comercializada
no Brasil é distribuida pelos supermercados, ficando 20%
para os restaurantes e apenas 10% para os agougues®. Desse
modo, a rede supermercadista é o maior comercializador
de carne bovina in natura do pais. Segundo dados da
Vigilancia Sanitaria (Visa) municipal de Santo Antonio de
Jesus-BA, dos 54 supermercados cadastrados, 47 possuem
acougue que comercializam carne bovina in natura,
evidenciando que a maioria dos supermercados da regido
é corresponsavel pelo provimento desse tipo de carne para
a populagao local’. A inexisténcia de condi¢des higiénico-
sanitarias adequadas ¢ comum em muitos estabelecimentos
que comercializam produtos alimenticios, devendo
ser implantadas e implementadas as Boas Praticas de
Fabrica¢ao (BPF).

Diante do exposto, considerando que as condigoes
higiénico-sanitarias inadequadas e que a inexisténcia de
Boas Praticas de Fabricacdo/Manipulacdo de alimentos
podem interferir na qualidade sanitaria da carne bovina in
natura comercializada, tornando-se um risco para a saide
dos consumidores, objetivou-se avaliar o perfil sanitario da
carne bovina in natura comercializada em supermercados
do municipio de Santo Antonio de Jesus-BA.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no municipio de
Santo Antonio de Jesus, localizado no Reconcavo Sul da
Bahia, durante o periodo de agosto de 2010 a fevereiro de
2011.
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O recurso pratico de andlise foi a coleta de
informagdes visitando estabelecimentos e verificando as
condigdes higiénico-sanitarias, por meio de check list, além
da coleta de amostras de carne bovina in natura, das maos
de manipuladores e de bancadas de corte.

Selecio das amostras

Foram selecionados de forma aleatéria 20
supermercados comercializadores de carne bovina in
natura que possuem cadastro na Visa do municipio de
Santo Antonio de Jesus-BA.

Verificacao das condigoes fisico-estruturais e higiénico-
sanitarias dos estabelecimentos

Para a avaliagdo das condigdes fisico-estruturais e
higiénico-sanitarias dos estabelecimentos, utilizou-se uma
lista de verificagdo (check list) baseada na RDC n° 275/20027
ena RDC n° 216/2004% da ANVISA.

Os estabelecimentos foram divididos em trés
grupos de acordo com a porcentagem de atendimento
aos itens do check list. Os grupos 1, 2 e 3 referem-se aos
estabelecimentos que atenderam de 76% a 100% dos itens,
75% a 51% dos itens e 50% a 0% dos itens, respectivamente.
O check list foi dividido em 5 blocos (Bloco 1 - edifica¢ao
e instalacdes; Bloco 2 - equipamentos, moveis e utensilios;
Bloco 3 - manipuladores; Bloco 4 — matéria-prima; e
Bloco 5 - documentagio). O bloco 5 refere-se a existéncia
de manual de boas praticas de fabricacdo (MBPF) e de
procedimentos operacionais padronizados (POPs). Os
dados obtidos na lista de verificacdo foram tabulados no
programa estatistico SPSS versiao 17, sendo realizada
analise descritiva dos dados.

Avaliagdo das condigdes higiénico-sanitarias e
identificaciao das fontes de contaminacao do produto

Partindo dos 20 estabelecimentos, foram
selecionadas aleatoriamente 8 supermercados para
diagnostico da qualidade higiénico-sanitaria da carne
bovina in natura e para identificacdo das possiveis fontes
de contaminagdo do produto, a partir da avaliagdo
microbiolégica.

Analise microbiologica para a avaliacao das condi¢des
higiénico-sanitarias do produto

O total de 8 amostras de carne bovina in natura
foram coletadas de forma asséptica, colocadas em sacos
plasticos proprios, codificadas para assegurar o sigilo da
pesquisa, acondicionadas em caixa isotérmica adicionada
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de gelo quimico, segundo Silva et al.’, e transportadas ao
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal
do RecOncavo da Bahia, no Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), onde foram imediatamente executadas as andlises
microbioldgicas para a enumeragdo de micro-organismos
indicadores, coliformes totais e Escherichia coli, por meio
de método rapido de contagem por placas Petrifilm
(3M Company). O procedimento analitico e o tempo/
temperatura de incubagdo seguiram as instrugdes de uso
do fabricante. Foram consideradas como coliformes totais
as colonias que apresentaram coloragdo vermelha com
bolhas de gas e como E. coli aquelas que apresentaram
coloragdo azul ou vermelha azulada e presenca de bolhas
de gas. As populagoes obtidas foram expressas em unidades
formadoras de colonias (UFC) por grama do alimento.
Mensurou-se a temperatura do produto nos balcoes
frigorificos utilizando-se como instrumento medidor um
termOmetro com haste de insercéo, com sonda em a¢o inox
e display digital com escala em graus Celsius (Incoterm’).

Analise microbiologica para identificacao das fontes de
contaminagao da carne bovina in natura

Nos oito estabelecimentos selecionados, foram
coletadas de forma asséptica, conforme o método de
swab-test, 8 amostras das maos dos manipuladores para
a contagem de coliformes totais e Staphylococcus aureus
e 8 amostras das superficies de bancadas (100 cm?).
As amostras foram imediatamente encaminhadas ao
Laboratério de Microbiologia do CCS da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, onde se procederam as
contagens de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus
aureus. Empregaram-se placas Petriflm’ CC (para
quantificacdo de coliformes totais) e Petrifilm” STX (para
quantificacdo de S. aureus) (3M Company)® nas amostras de
swab de manipuladores e Petrifilm” EC para quantificagdo
de coliformes totais e E. coli nas superficies das bancadas.
O procedimento analitico e o tempo/temperatura de
incubagao seguiram as instrugdes de uso do fabricante. No
Petrifilm” CC e no Petrifilm” EC, foram considerados os
coliformes totais e E. coli conforme descrito anteriormente,
e no Petrifilm” STX foram consideradas como S. aureus as
colonias vermelho-violetas. As populagdes obtidas foram
expressas em unidades formadoras de colonias (UFC) por
mao (manipuladores) ou por cm? (superficie de bancadas).

Procedimentos éticos
O estudo foi apreciado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade Maria Milza (Protocolo

607/2010), conforme determina a Resolu¢do n. 196/96' do
Conselho Nacional de Saude.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagao das condigdes fisico-estruturais e higiénico-
sanitarias dos estabelecimentos

Os valores em relagdo ao cumprimento dos
itens discriminados variam entre 100% e 76%, 75% e
51% e 50% e 0%, permitindo a classificagao dos locais de
comercializagdo de carne bovina in natura em grupo 1,
grupo 2 e grupo 3 respectivamente, conforme estabelece a
RDC n° 275/20027, da ANVISA, que determina que todos
os itens da lista de verificagao devem ser atendidos pelos
estabelecimentos.

Na classificagdo geral, ndo houve nenhum
estabelecimento alocado no grupo 1, e 40% foram
classificados no grupo 2 e 60%, no grupo 3. Identificou-
se a partir da aplicacdo da lista de verificacdo que 100%
dos locais de comercializacdo de carne bovina in natura
apresentam ndo conformidades com o que estabelece a
RDC n. 216%. Os piores resultados encontrados foram nos
blocos referentes a equipamentos, moveis e utensilios,
manipuladores e documentacio (Figura 1), sendo a
maioria dos supermercados classificados no grupo 3. Por
meio da analise de frequéncia, foi possivel observar que
os estabelecimentos de maior porte apresentaram maior
percentual de adequagao.

Bloco 5
Bloco 4
Bloco 3

Bloco 2

Bloco 1

T T T T T
0% 20% 40% 60% 80% 100%

M Grupo 3 M Grupo 2 Grupo 1

Figura 1. Classificagdo dos estabelecimentos por grupo de acordo com
os blocos da lista de verificagao: Bloco 1 - edificagéo e instalagdes; Bloco
2 - equipamentos, moveis e utensilios; Bloco 3 — manipuladores; Bloco
4 — matéria-prima; e Bloco 5 - documentagio.

Neste estudo, verificou-se que 85% dos
estabelecimentos nao tém vestidrio ouapresentam vestiarios
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com area incompativel para o numero de funcionarios, e
também ndo possuiam armarios individuais para todos os
manipuladores.

Apenas 10% dos estabelecimentos possuiam
instalacoes sanitarias dotadas de produtos destinados a
higiene pessoal, e 100% nao apresentavam avisos descritivos
com procedimento para lavagem das maos. Verificou-se
que 90% dos locais ndo possuiam lavatérios para a higiene
das maos, porém os estabelecimentos que possuiam
lavatorios ndo eram exclusivos para o procedimento de
lavagem das maos e ndo continham todos os materiais de
higiene necessarios para o procedimento. Lundgren et al.*
encontraram circunstancia parecida, em que 16,4% dos 67
pontos de venda de carne bovina avaliados apresentavam
lavatorio para a higiene das maos.

A legislacao estabelece que os lavatérios devam ser
exclusivos para a higiene das maos na area de manipulagéo,
em posigoes estratégicas em relacdo ao fluxo de produgao
dos alimentos e em numero satisfatério de modo a atender
toda a drea de preparagdo, devendo conter sabonete
liquido antisséptico ou sabonete liquido inodoro e produto
antisséptico, toalhas de papel ndo reciclado ou outro
sistema higiénico de secagem das maos.

A auséncia de lavatdrios exclusivos para as maos e
de produtos para a correta higienizagao das maos possibilita
a execucao de procedimentos incorretos de lavagem das
maos pelos manipuladores de alimentos, comprometendo
a inocuidade do produto final.

Nenhum estabelecimento realizava perfeitamente
as técnicas de higienizagdo de instalagdes, equipamentos,
utensilios e méveis, devido a incorreta dilui¢do, tempo de
contato e modo de aplicagdo dos produtos sanificantes.
Soto et al."?, em estudo em supermercados, identificaram
ndo conformidades na limpeza/desinfec¢ao das instalagdes.

Verificou-se que 95% dos agougues dos
estabelecimentos nao dispunham de local exclusivo
e apropriado para o armazenamento dos utensilios,
possibilitando a ocorréncia de contamina¢do do mesmo
e, consequentemente, a da carne. Foi identificado que
100% dos estabelecimentos ndo possuiam funcionario
responsavel pela higienizacdo de equipamentos, moveis
e utensilios, comprovadamente capacitados segundo
determina legislacdo sanitaria vigente®.

A avaliacio da higiene pessoal dos magarefes
possibilitou constatar que em 60% dos estabelecimentos os
manipuladores apresentavam irregularidades em relagdo
a asseio pessoal, protecdo para os cabelos, auséncia de
adornos, maos limpas, unhas limpas e curtas, auséncia

190

de esmaltes e sem barba. Foi observado que em 50%
dos locais os funcionarios nao estavam paramentados
de acordo com sua fun¢io, ndo utilizando uniformes de
cor clara e sapatos completamente fechados. Estudo em
supermercados de Jodo Pessoa-PB demonstrou que em
57% dos supermercados os manipuladores utilizavam
adornos'.

Em 65% dos estabelecimentos, os funciondrios
ndo faziam a lavagem cuidadosa das maos antes da
manipulagdo dos alimentos, especialmente apds qualquer
interrupgdo e logo apds o uso de sanitarios. Os resultados
encontrados relacionados aos habitos higiénicos e as
praticas de manipulagdo dos alimentos podem estar
associados a inexisténcia de programas de capacitagio
verificados em 85% dos estabelecimentos. A formagao de
manipuladores em higiene pessoal e praticas adequadas de
manipulagdo de alimentos permitem que os funcionarios
construam conhecimentos, fundamentais para a execugio
de suas tarefas, eliminando possiveis erros no processo de
fabricagao/produgio.

Em relagdo ao uso da luva de malha de ago pelos
magarefes como equipamento de protecdo individual
(EPI), apenas 1 estabelecimento atendia a essa exigéncia.
O néo cumprimento dos regulamentos técnicos referentes
a uniformizagdo, praticas adequadas de manipulagao e uso
de EPIs permite a contamina¢do do produto e possiveis
acidentes, interferindo de forma negativa na saude dos
manipuladores e dos clientes.

A carne bovina in natura comercializada
pelos 20 estabelecimentos pesquisados ¢é originaria
de frigorifico do Reconcavo da Bahia, com adequado
sistema de abate e correta inspe¢do sanitaria. Para que
esta qualidade permaneca, a temperatura do produto
deve ser mantida de acordo com as caracteristicas dos
alimentos, impossibilitando o crescimento microbiano e a
deterioragdo dos alimentos. Em 65% dos supermercados
pesquisados, as operagdes envolvendo a recep¢io de carne
bovina in natura acontecem em local protegido e isolado
da drea de processamento, conforme a RDC n° 216° da
ANVISA, sendo que em 55% néo ha critérios de selecdo
e recebimento dos produtos pautados na seguranca do
alimento. Observou-se em 55% dos estabelecimentos que
a temperatura da carne no balcao frigorifico de exposi¢do
estava acima de 7 °C, semelhante ao observado por Oliveira
et al.', em que 57% dos estabelecimentos armazenavam
carnes acima da temperatura permitida em legislagao. Os
resultados encontrados podem estar ligados a auséncia de
controle dos equipamentos de refrigeracéo.
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Nao existem MBPF e POPs em nenhum dos locais
visitados. Esses documentos sdo extremamente relevantes
para a execucao das BPE para a garantia da higiene e a
produgio de alimentos seguros.

Avalia¢ao das condi¢oes higiénico-sanitarias da carne
bovina in natura

A populagao de coliformes a 35 °C variou entre
1,0 x 10% a 3,1 x 10* UFC/g, sendo que todas as amostras
analisadas apresentaram coliformes totais. Segundo a RDC
n° 12/200", o Brasil nao dispde de padrées microbiologicos
para coliformes totais e coliformes termotolerantes na
carne bovina in natura. Oliveira et al.'’, empregando o
método do niimero mais provavel (NMP) de coliformes
totais, obtiveram populacdes de 2,3 x 10 a 2,4 x 10° NMP/g
(média de 1,4 x 10° NMP/g) em amostras de carne in
natura. Lundgren et al., em estudo similar, encontraram
populacdes médias de coliformes totais de 1,8 x 10°NMP/g.
Os resultados obtidos em relagdo a presenca de coliformes
totais nasamostras analisadas indicam condi¢oes higiénico-
sanitarias insatisfatorias durante o processamento da carne
e inexisténcia de boas praticas de manipulagio.

Quanto a determinacio de E. coli nas carnes
analisadas, apenas 1 (12,5%) de 8 amostras analisadas
apresentou contagem de 2,0 x 10 UFC/g, considerando o
limite de deteccdo do método estabelecido. O parametro
microbioldgico para carne bovina estabelecido pela
Secretaria Municipal de Saude de Sao Paulo para coliformes
termotolerantes ¢ uma populagdo de no maximo 2,0 x 10
UFC/g. Em pesquisa realizada em supermercados de Joao
Pessoa, foi encontrada E. coli em 70% das amostras de carne
analisadas, sendo que em 50% das amostras analisadas o
numero de coliformes termotolerantes foi superior a 10°
NMP/g'".

Assim, a presenca de E. coli nas amostras de carne
bovina in natura analisadas sugere a contaminagdo de
origem fecal e praticas inadequadas de manipulagdo do
produto, apesar da baixa contaminagdo encontrada neste
estudo.

Identificagdo das fontes de contamina¢io da carne
bovina in natura

Os resultados encontrados (Tabela 1) revelam
que 100% das amostras das maos dos manipuladores
apresentaram valores acima do padrao microbiologico
estabelecido como satisfatorio (10> UFC/maos) de
Staphylococcus aureus®. Os valores encontrados de S. aureus
variaram entre 6 x 10?a 2,9 x 10* UFC/mao. Oliveira et al.*

obtiveram valores entre 2,6 x 10° e 1,4 x 10° UFC/mao de
estafilococos coagulase positiva. A presenca de S. aureus nas
maos dos magarefes em quantidades insatisfatdrias indica
falha ou auséncia do procedimento de lavagem das maos.

Tabela 1. Quantificagdo de coliformes totais e Escherichia coli em
superficies de bancadas de corte (2) e quantificagao de coliformes totais
e Staphylococcus aureus em superficies de maos (1) de manipuladores
(magarefes) em oito supermercados do municipio de Santo Antdnio de
Jesus-BA

Amostra Coliformes  Escherichia coli Staphylococcus
totais (UFC/g) (UFC/g) aureus (UFC/g)

Al 3,5 % 10 - 1,2 x 10*

A2 2,7 x 10* 2x10 -

B1 7,5 % 10 - 1,6 x 10*

B2 1,4 x 10 7 x 10 _

C1 3,7 x 102 - 2,9 x 10*

C2 2,2 x 10* 4,6 x 10 -

D1 2,8 x 103 - 2,8 x 10*

D2 L,1x10° 2x10 _

El 2 % 10? - 7 x 10?

E2 6 x 10° 7 x 10 -

F1 2x10 - 6 x 10°

F2 3,1x10° <10 _

Gl <10 - 1,6 x 10°

G2 3,7 x 10* <10 B

H1 6,1 x 10? - 6 x 10?

H2 2x 10 <10 _

Foram encontrados valores de coliformes totais
entre < 10 e 2,8 x 10° UFC/mao. Para a contagem de
coliformes totais nas maos de manipuladores de alimentos,
nao existem parametros pré-estabelecidos na legislacdo
brasileira. Oliveira et al.'* obtiveram populagdes com
intervalo inferior, entre 0,43 x 10 e 4,6 x 10 UFC /mao. A
presenca de coliformes totais nas maos dos manipuladores
confirma incorreta técnica de lavagem das maos ou
auséncia deste procedimento.

Nas analises microbioldgicas realizadas para
determinacéo de coliformes totais em 100 cm? da bancada
de corte de carne dos estabelecimentos, foram encontrados
valores acima do padrdo microbiologico estabelecido pela
APHA (1984) apud Silva Jr’, o qual recomenda auséncia
de coliformes em 100 cm? da amostra para equipamentos
e utensilios, sendo encontradas populagdes entre 2,0 x 10
e 3,7 x 10* UFC/cm? (Tabela 1). Nos agougues em Pelotas-
RS, foram encontrados valores de coliformes a 35 °C que
variaram de 2,0 x 10> a2 9,0 x 10> NMP em 1.050 cm? nas
bancadas e serras de corte’.

A presenca de coliformes totais em equipamentos,
moveis e utensilios indica contamina¢ao microbiana devido
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arealizacdo de procedimentos inadequados de higienizacao,
podendo levar a contaminagdo da carne por micro-
organismos patogénicos infecciosos e/ou deteriorantes.

A concentracdo de coliformes a 45 °C em 100 cm?
da bancada de corte da carne variou de < 10 a 7,0 x 10
UFC/cm? (Tabela 1). Os valores encontrados estio acima
do padrao microbiolégico estabelecido, o qual determina
como satisfatorio a auséncia de coliformes termotolerantes
em 100 cm’ da amostra, segundo a metodologia de
Harrigan e Maccance®.

A presenga de E. coli indica contaminacao
microbiana de origem fecal e, portanto, condigoes
higiénico-sanitarias insatisfatorias, demonstrando dessa
forma inadequada higienizagao das bancadas de corte,
podendo ocorrer contaminagio da matéria-prima,
colocando em risco a saude dos consumidores. De acordo
com os resultados das andlises microbiologicas, pode-se
inferir que as maos dos manipuladores e as bancadas foram
fontes de contaminagdo do produto, considerando que a
carne bovina coletada era proveniente de frigorifico com
inspe¢ao estadual, sendo, assim, uma fonte segura.

CONCLUSAO

Com este estudo, pdde-se observar que os
supermercados avaliados estdo em desacordo com a
legislacdo sanitaria vigente em relagdo tanto aos aspectos
fisico-estruturais quanto aos higiénico-sanitarios. Em todos
os estabelecimentos, foram encontradas falhas nas BPE as
quais expdem o produto a contaminagdo microbioldgica
em niveis que podem nido somente comprometer a
qualidade do alimento como também causar danos a satde
dos consumidores.

Os resultados microbioldgicos demonstraram a
execucao de procedimentos inadequados de manipulacio
de alimentos e higienizagao de equipamentos, moveis e
utensilios, determinando dessa forma condi¢des higiénico-
sanitarias inadequadas, favorecendo a contaminagio do
produto final. Desta forma, sugere-se a definigao de padroes
ou recomendagdes mais adequadas as condigdes brasileiras
para o controle microbioldgico dos alimentos, em especial
a carne bovina in natura. Conclui-se que os supermercados
de Santo Antonio de Jesus-BA necessitam ndo somente de
intervengdes por parte dos drgaos fiscalizadores, mas também
de educagio sanitdria dos proprietarios e empregados desses
estabelecimentos e da populagao que consome os produtos,
visando a produgao e ao consumo do alimento seguro.

Este estudo contribui para o melhor conhecimento
das necessidades dos estabelecimentos locais. E um tipo de
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pesquisa fundamental para todo o campo de estudo, e basta
a incorporagao de novos dados para serem possiveis seu
ajustamento as novas realidades e a busca por melhorias
continuas.

REFERENCIAS

1. Cardoso L, Aratjo WMC. Parametros de qualidade em carnes
comercializadas no Distrito Federal no periodo de 1997-2001. Rev
Hig Aliment. 2003;17:12-8.

2. Roga RO, Serrano AM. Abate de bovinos: alteragdes microbianas
da carcaga. Rev Hig Aliment. 1995;35(9):8-11.

3. Mendonga CR, Granada GG. Coliformes em agougues de Pelotas-
RS. Rev Bras Agrociénc. 1999;5(1):75-6.

4. Lundgren PU, Silva JA, Maciel JE Fernandes TM. Perfil da
qualidade higiénico-sanitdria da carne bovina comercializada em
feiras livres e mercados puiblicos em Joao Pessoa/PB-Brasil. Alim
Nutr. 2009;20(1):113-9.

5. Abcz. Expogenética: supermercados apostam na carne bovina
certificada para aumentar vendas. [acesso 2011 jun 2]. Disponivel
em: [http://www.abcz.org.br/noticias/3314, 2009].

6.  Santo Antdnio de Jesus. Prefeitura Municipal de Santo Antonio de
Jesus. Departamento de Vigildncia a Satde. Vigilancia Sanitaria.
2010.

7. Brasil. Ministério da Saude. Resolugdo RDCn. 275, de 21 de outubro
de 2002. Dispde sobre o regulamento técnico de procedimentos
operacionais padronizados aplicados aos estabelecimentos
produtores/industrializadores de alimentos e a lista de verificacdo
das boas préticas de fabricagdo em estabelecimentos produtores/
industrializadores de alimentos. Didrio Oficial [da] Unido. Brasilia,
06 nov 2002.

8.  Brasil. Ministério da Saude. Resolucio RDC n. 216, de 15 de
setembro de 2004. Dispde sobre o regulamento técnico de boas
préticas para servigos de alimentagdo. Didrio Oficial [da] Unido.
Brasilia. [acesso 2010 set 13]. Disponivel em: [http://e-legis.anvisa.
gov.br/leisref/public/showAct.php?id=100].

9.  Silva Jr. EA. Manual de controle higiénico sanitdrio em alimentos.
Sao Paulo: Livraria Varela; 2007.

10. Brasil. Resolugdo n. 196, de 10 de outubro de 1996. Diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos.
Didrio Oficial [da] Unido Brasilia, 16 out 1996, n. 201.

11. Oliveira S, Silva JA, Maciel JE, Aquino JS. Avaliacdo das condigoes
higiénico-sanitarias de carne bovina comercializada em
supermercados de Jodo Pessoa. Alim Nutr. 2008;19(1):61-6.

12. Soto FRM, Risseto MR, Cazolla CPB, Alves LCR, Balian SC,
Maldonado AG, et al. Proposta e analise critica de um protocolo de
inspecao e de condi¢des sanitarias em supermercados do municipio
de Ibitina- SP. Rev Bras Epidemiol. 2006:9(2):235-41.

13. Brasil. Ministério da Satde. Resolugdo RDC n. 12, de 2 de janeiro de
2001. Aprova o regulamento técnico sobre padroes microbioldgicos
para alimentos. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil.
Brasilia, 10 jan 2001, Segdo 1, n. 7-E, p. 45-53.

14. Oliveira MM, Brugnera DE, Mendonga AT, Piccoli RH. Condigoes
higiénico-sanitdrias de maquinas de moer carne, méos de
manipuladores e qualidade microbioldgica da carne moida. Ciénc
Agrotec. 2008;32(6):1893-8.

15. Harrigan WE McCance ME. Laboratory methods in food and
dairy microbiology. Londres: Academic Press; 1976.



COMUNICAGCAO BREVE/ BRIEF COMMUNICATION

Avaliacao da qualidade fisico-quimica de leites pasteurizados

Evaluation of physicochemical quality of pasteurized milk

RIALA6/1454

Emanuel Neto Alves de OLIVEIRA’, Dyego da Costa SANTOS

*Enderego para correspondéncia: Unidade Académica de Engenharia Agricola, Centro de Tecnologia e Recursos Naturais,
Universidade Federal de Campina Grande. Av. Aprigio Veloso, 882, Bodocongd, CEP 58109-970, Campina Grande, PB,
Brasil. Tel.: (83) 3310-1055. E-mail: emanuelnetoliveira@ig.com.br.

Recebido: 05.06.2011 - Aceito para publicagdo: 11.02.2012

RESUMO

Neste estudo, foram avaliadas a qualidade fisico-quimica, a atividade enzimatica e a possivel ocorréncia de
fraudes em 30 amostras de leites pasteurizados provenientes de municipios da regido do Vale do Jaguaribe,
Ceard. Os pardmetros analisados foram densidade relativa a 15 °C, teor de gordura, extrato seco total e
desengordurado, aguagem, acidez titulével, amido, peroxidase, fosfatase alcalina, alcalinos e cloretos. O
parametro alcalinos foi o mais alterado: 24 (80%) amostras demonstraram valores desconformes com os
estabelecidos pela legislagao brasileira. Pelas analises de acidez, extrato seco desengordurado e aguagem,
12 (40%) amostras foram reprovadas. 11 (36,67%) amostras evidenciaram a presenga da enzima fosfatase
alcalina. A analise de extrato seco total reprovou 5 (16,67%) amostras. Em 5 (16,67%) amostras, foi revelada
a presenga de cloretos, e 2 (6,67%) mostraram teor de gordura abaixo do permitido pela legislagio em
vigor. Quanto a densidade, 1 (3,33%) amostra estava fora do padrdo em vigor. Todas as amostras foram
aprovadas nos ensaios de peroxidase (positivo) e amido (auséncia). A maioria do leite comercializado nas
cidades cearenses pesquisadas estd em desacordo com os padrdes estabelecidos pela legislagdo brasileira,
por apresentar irregularidades em sua composicéo.

Palavras-chave. fraudes, pasteurizagio, qualidade do leite.

ABSTRACT

In this study, we evaluated the physicochemical quality, the enzyme activity and the possible occurrence of
fraud in 30 samples of pasteurized milk collected from municipalities in the region of Vale do Jaguaribe,
Ceara. The following parameters were analyzed: relative density at 15 °C, fat contents, total and defatted
dry extract, added water, titratable acidity, starch, peroxidase, alkaline phosphatase, alkaline and chlorides.
Alkaline was the parameter mostly noncompliant with those specified by Brazilian legislation, which was
found in 24 (80%) samples. Noncompliant acidity, defatted dry extract and added water characteristics
were found in 12 (40%) samples. Alkaline phosphatase was detected in 11 (36.67%) samples. The total
dry extract parameter was disapproved in 5 (16,67%) samples. 5 (16.67%) samples evidenced chloride
contents, and in 2 (6.67%) the fat parameter was below than that established by the legislation in force; and
1 (3.33%) sample was out of standard in density parameter. Compliant results on peroxidase (positive) and
starch (absence) parameters were found in all analyzed samples. The majority of milk samples marketed in
the surveyed cities of Ceara showed irregularities in composition, being noncompliant with the standards
established by Brazilian legislation.

Keywords. fraud, pasteurization, quality of milk.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(1):193-7 193



Oliveira ENA, Santos DC. Avalia¢ao da qualidade fisico-quimica de leites pasteurizados. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(1):193-7.

INTRODUCAO

O leite é uma mistura complexa, composto por
varias substancias, como 4gua, proteinas, gorduras,
carboidratos, minerais e vitaminas, constituindo-se um
alimento humano bastante proximo a perfeigao. Segundo
Bortoli et al.!, é uma fonte alternativa de proteinas
acessiveis a populagdo de baixa renda, que geralmente ¢
carente em proteina de origem animal, comprovando a
importancia socioecondmica deste alimento.

O leite pasteurizado tem uma vida de prateleira
curta, e entre os fatores que envolvem a deterioragdo desse
produto durante a estocagem estdo fatores intrinsecos,
como nivel de dcidos graxos livres e contetido natural de
metais do leite ou fatores externos e de processamento,
incluindo manuseio, agitacao, estocagem, temperatura,
exposicdo a luz e contamina¢do por metais ou micro-
organismos’.

Deste modo, a qualidade do leite interfere
negativamente na produgao e norendimento dederivados.
Para Polegato e Rudge’, as maiores preocupagdes quanto
a qualidade fisico-quimica do leite estio associadas ao
estado de conservacio, a eficiéncia do seu tratamento
térmico e a integridade fisico-quimica, principalmente
aquela relacionada a adicdo ou remocédo de substincias
quimicas proprias ou estranhas a sua composicéo.

Vérias pesquisas foram desenvolvidas para
avaliar a qualidade de leites pasteurizados provenientes
de diversos estados brasileiros: Parana*, Piaui®, Alagoas®,
Minas Gerais’, Paraiba®, Rio Grande do Sul’, entre outros.

Levando em consideracido a necessidade
de pesquisas sobre o tema na regido Nordeste e a
importancia de informagdes dessa natureza para o
aprimoramento da cadeia produtiva do leite, objetivou-
se com este trabalho avaliar a qualidade fisico-quimica,
enzimatica e a possivel ocorréncia de fraudes em leites
pasteurizados provenientes de municipios da regiao do
Vale do Jaguaribe, Ceard, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foramanalisadas no Laboratério de Bromatologia
daFaculdadede Tecnologia CENTEC, Limoeirodo Norte-
CE, 30 amostras de leites pasteurizados comercializados
no mercado varejista de municipios localizados na
regido do Vale do Jaguaribe, Ceard, Brasil. Na coleta das
amostras, foram observados o estado de conservagio, a
embalagem, a data de fabricagdo e a validade (3 dias).
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Aposacoleta, asamostras foram acondicionadas em caixa
térmica e conduzidas ao laboratdrio para determina¢ao
das caracteristicas fisico-quimicas e compara¢do dos
resultados com os valores estabelecidos pela legislagao™.

Os procedimentos analiticos foram realizados
conforme segue: densidade relativa a 15 °C, teor de
gordura, extrato seco desengordurado (ESD) e aguagem
com utilizacdo do aparelho EKOMILKS®, conforme
recomenda¢do do fabricante; acidez titulavel, extrato
seco total (EST), amido, peroxidase e fosfatase alcalina
segundo metodologias do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento!!, alcalinos (NaOH) e cloretos
de acordo com os métodos descritos em Merck'?.

O delineamento experimental foi o de blocos
inteiramente casualizados com trinta tratamentos e trés
repeti¢oes utilizando-se o software Assistat. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia (Anova), e a
comparagao de médias foi feita pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos parametros
tisico-quimicos encontrados nas analises das trinta
amostras de leite pasteurizados comercializados em
municipios da regido do Vale do Jaguaribe, Cear4, Brasil.

Verifica-se que 1 (3,33%) amostra apresentou
densidade relativa a 15 °C abaixo do permitido pela
legislacao vigente, que ¢ de no minimo 1,028 e no maximo
1,034>1%, A baixa densidade do leite estd relacionada com
aalimentagao do animal e com o teor de gordura do leite.
A densidade é o peso especifico do leite, cujo resultado
depende da concentracdo de elementos em solugdo e
da porcentagem de gordura. Silva et al.%, caracterizando
o leite pasteurizado destinado ao programa do leite no
estado de Alagoas, encontraram um indice de reprovagao
de 5 (1,4%) amostras analisadas para o pardmetro
densidade.

Para o pardmetro acidez titulavel, 12 (40%)
amostras apresentaram valores em desacordo com a
legislagao, com valores fora da faixa de 14 a 18 °D. O
valor médio encontrado para acidez foi de 17,08 *
3,28 °D. Os valores acima do permitido indicam que
provavelmente nao houve refrigeracdo imediata logo
apos a pasteurizagdo, ou ainda ocorreu falta de higiene
durante a producdo. Os micro-organismos mesofilos sdo
os principais responsaveis pela acidez do leite, sendo o
pardmetro mais importante para a avaliagdo da qualidade
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Tabela 1. Resultados dos pardmetros fisico-quimicos dos leites pasteurizados comercializados na regido do Vale do Jaguaribe, Ceara, Brasil

Pariametro
Amostra DR al5°C
(g/em’) Acidez titulavel (°D) Teor de gordura (%) EST (%) ESD (%) Aguagem (%)

LT, 1,03060cdet 16,288 3,90° 12,68%¢ 8,70bcde 0,00t
LT, 1,031020cdef 15,30M 3,80% 12,90° 9,10 0,00
LT, 1,031420cdef 18,784 3,56 12,40 8,845 0,00
LT, 1,0286%" 20,81" 3,00 10,917 7,90hi 6,30¢
LT, 1,0296° 14,507 3,402bcdel 11,70 8,40%% 1,10
LT, 1,0314320cdef 19,28¢de 3,204t 12,09¢feh 8,800 0,00
LT, 1,02844" 21,20° 3,21 cdef 11,18° 7,978 5,23¢
LT, 1,0340° 14,80"i 3,60%¢ 12,90° 9,50? 0,00
LT, 1,0316%0cde 17,401 3,4(bedel 12,36 8,90b¢ 0,00t
LT, 1,03142bcdef 19,38« 3,054 11,7780 8,72bcde 0,00
LT, 1,0294<d¢f 17,57'% 3,23¢def 11,66" 8,43l 0,00
LT, 1,03222¢ 14,471 3,607 112,55 8,90 0,00
LT, 1,0290¢d¢f 15,30M 2,901 10,60 7,70 8,50°
LT, 1,02608 14,47V 3} Ayttt 11,611 8,201 2,50f
LT, 1,0290<" 14,701 3,80 12,40 8,70b<de 0,00
LT, 1,0300°< 28,76 2,60¢ 11,11° 8,40%% 1,25"
LT, 1,02965<df 13,867 3,60 11,858 8,208hi 1,86¢
LT, 1,031020cdef 18,009 3,50cde 11,808 8,30¢feh 1,20t
LT, 1,02864f 13,60’ 3,60%¢ 11,70" 8,108hi 0,00
LT, 1,031820<d 17,80¢' 3,20cdef 17,212 8,90 0,00
LT, 1,03000<def 14,401 3,204t 11,60' 8,30¢feh 1,30t
LT, 1,031280cdef 14,47V B0 12,311 8,60°4ef 0,00
LT, 1,0310%cdet 18,40%" 3,20¢def 11,96/ 8,70b<de 0,00
LT, 1,0298b¢<del 17,70% 3,20%%f 11,50™ 8,201h 0,001
LT, 1,0280% 18,009 3,00¢ 10,74» 7,740 8,10°
LT, 1,031 020cdef 18,409 3 gyt 12,12¢%¢ 8,69b<de 0,00
LT, 1,02960<def 22,10° 3,204t 11,45" 8,108hi 2,90¢
LT, 1,03060<det 14,331 BSELeY 11,76 8,42¢def8 1,05"
LT, 1,0330% 14,701 3,55qbcd 12,80° 9,417 0,00
LT, 1,0282¢f 13,70 BIo5a 11,711 8,168h 0,00
MG 1,0302 17,08 3,37 12,04 8,50 1,38
DP 0,0016 3,28 0,30 1,15 0,45 2,44
DMS 0,0036 1,56 0,51 0,36 0,49 0,30
CV(%) 0,0838 2,22 3,68 0,72 1,40 5,32
F cal. 7,2772%% 148,96** 11,43*%* 354,05 28,27%% 2228,40%*

DR: Densidade relativa; EST: Extrato seco total; ESD: Extrato seco desengordurado; 'Médias seguidas de mesma letra nido diferem
significativamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; ** - significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; MG: Média
geral; DP: Desvio-padrdo; DMS: Diferenga média significativa; CV: Coeficiente de variagao
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do leite quanto ao aspecto tecnoldgico, pois indica o
grau de metabolizagdo da lactose em dacido lactico, em
fun¢ao da ma qualidade microbioldgica e da conservagido
inadequada. Mendes et al.”?, analisando a qualidade do
leite informal comercializado no municipio de Mossord-
RN, verificaram que 2 (6,2%) amostras apresentaram
resultados de acidez fora do especificado pela legislagdo
brasileira®.

Quanto ao teor de gordura, 2 (6,67%) amostras
foram reprovadas, apresentando valores inferiores
ao minimo permitido, que é de 3%'. O teor médio de
gordura foi de 3,37 + 0,30%, apresentando variagdo de
2,60% e 3,90%. Caldeira et al’, caracterizando o leite
comercializado em Janauba-MG, verificaram teor médio
de gordura de 3,2 + 0,55% nas 30 amostras analisadas.

Observa-se que 5 (16,66%) amostras
apresentaram valores de extrato seco total inferiores ao
minimo permitido, que é de 11,40%'. O valor médio
encontrado para EST foi de 12,04 + 1,15%, com valor
minimo de 10,60% e maximo de 17,21%. Mattos et al."4,
estudando 53 amostras de leites crus provenientes da
regido do agreste de Pernambuco, encontraram variagdo
de EST de 10,5% a 14,43%, com reprovacgdo de 7 amostras.

Verifica-se que 12 (40%) amostras revelaram
valores de extrato seco desengordurado inferiores ao
permitido pela legislagdo em vigor, que é de no minimo
8,40%'. Os teores de ESD variaram de 7,70% a 9,50%,
com valor médio de 8,50% = 0,45%. Os sélidos nio
gordurosos, que compreendem todos os elementos do
leite menos a agua e a gordura, representam em média
8,9% do total no leite®. Silva et al.°, caracterizando o
leite pasteurizado destinado ao programa do leite no
estado de Alagoas, verificaram que 30 (8,6%) amostras
estavam em desacordo quanto a analise de extrato
seco desengordurado. Mendes et al.”’, analisando a
qualidade do leite informal comercializado no municipio
de Mossord-RN, verificaram que 3 (40,6%) amostras
estavam com valores de extrato seco desengordurado
abaixo do permitido pela legislagao vigente'.

Foi observado que 12 (40%) amostras
apresentaram valores superiores a 0,00 (zero) para o
parametro de aguagem. Os valores de aguagem variaram
de 0,00 (zero) a 8,50%, com valor médio de 1,38 + 2,44%.
De acordo com Behmer', as principais falsificagoes
do leite sdo a aguagem e a adigdo de conservadores. A
adi¢do de agua no leite pode ser pesquisada pelo teste de
densidade, o que detecta imediatamente a fraude, ou pela
analise crioscdpica, que mede o ponto de congelamento

196

ou depressaio do ponto de congelamento do leite em
relagdo ao da dgua.

Paraverificar se o tempo eatemperatura utilizados
na pasteurizagdo foram eficientes, sdo pesquisadas duas
enzimas: fosfatase alcalina e peroxidase. A fosfatase
alcalina é sensivel a pasteurizagio (temperatura de
inativacao entre 72 e 75 °C), e sua presenga no produto
final indica que o processo de pasteurizagio nao foi
eficiente. A peroxidase ndo é inativada pela pasteurizagio,
mas é destruida em temperaturas superiores a 80 °C,
sendo, portanto, utilizada para verificar se ocorreu o
superaquecimento durante o tratamento térmico®.

Observa-se na Figura 1 que o teste de fosfatase
alcalina foi positivo em 11 (36,67%) amostras, indicando
que o tempo e a temperatura utilizados na pasteurizagio
foram ineficientes. Todas as amostras (100%)
apresentaram a presen¢a da enzima peroxidase.

351
30 30
301
251 24 20
19

207

11

Nimero de amostras

<

0 0

0™ Fosfatase " Fosfatase ' Peroxidase ' Peroxidase” Alcalinos ' Alcalinos ' Amido ' Amido
positiva  negativa  positiva  negativa  positivo  negativo  positivo  negativo

Cloretos ' Cloretos
positivo  negativo

Figura 1. Resultado das andlises enzimaticas, alcalinos, cloretos e
amido nos leites pasteurizados comercializados na regido do Vale do
Jaguaribe, Ceard, Brasil

Evidenciou-se a presenca de substincias
alcalinas em 24 (80%) amostras (Figura 1). A presenga de
substincias alcalinas no leite pode ser oriunda de fraude
intencional, quando se utiliza de substancias alcalinas
para conservar o leite, mas também pode ocorrer devido
a falhas no momento da higienizagao e da sanitizagdo na
obtencao do leite e/ou dentro dos laticinios que utilizam
solugdes alcalinas na limpeza de equipamentos, utensilios
ou mesmo da propria estrutura fisica para remocéo
de gordura do leite que possa ficar aderida. A adigao
de solugdes alcalinas, para prolongar a conservagao
ou diminuir a acidez do leite, é considerada fraude.
Contudo, bicarbonatos, formol, d4cido borico, perdxido de
hidrogénio, bicromato de potassio, hipocloritos e acido
salicilico tém sido empregados como conservadores'.
Mendes et al."” ndo verificaram presenca de alcalinos nas
32 amostras analisadas.



Oliveira ENA, Santos DC. Avalia¢ao da qualidade fisico-quimica de leites pasteurizados. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(1):193-7.

Na Figura 1, pode-se verificar que todas (100%)
as amostras apresentaram resultado negativo para os
ensaios de amido e 5 (16,67%) amostras apresentaram
resultado positivo para a analise de cloretos. Segundo
Behmer'®, o amido, o agticar e a urina sdo utilizados
criminosamente para encobrir aguagem do leite,
aumentando a densidade. Mendes et al."” nao verificaram
presenca de cloretos e amido nas 32 amostras analisadas.

Os resultados evidenciam que os maiores
problemas se referem a presenca de substancias alcalinas,
a acidez fora de especificagdo e a fraude pela adi¢ao de
dgua e, consequentemente, uma diminuic¢do no extrato
seco desengordurado.

CONCLUSAO

Constata-se que 60% das amostras de leite
pasteurizado comercializadas nas cidades da regido do
Vale do Jaguaribe, Ceard, apresentaram irregularidades
em sua composi¢do, estando em desacordo com os
padroes estabelecidos pela legislagao brasileira. Os
parametros mais alterados foram alcalinos, acidez,
aguagem e extrato seco desengordurado. O processo
de pasteurizacio ndo foi eficiente em 11 amostras,
indicando que o tempo e a temperatura utilizados foram
insuficientes na pasteurizagao.

Verifica-se a necessidade por parte dos laticinios
de aplicagao efetiva das boas praticas na cadeia produtiva
de leites pasteurizados.
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RESUMO

Foi investigada a eficiéncia do cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 em meios experimentais
elaborados com soro de leite bovino. Foram preparados meios liquido (caldo soro — CS) e sélido (dgar
soro — AS) suplementados com cloreto de sddio (CS+NaCl e AS+NacCl) e extrato de levedura (CS+Lev e
AS+Lev). No meio AS, foi testado o enriquecimento com extrato de levedura (0,1%) e dilui¢do em agua
(40%) (AS+H,O+Lev). Os meios comerciais de caldo infusdo cérebro coragio (BHI) e 4gar Baird-Parker
(BP) foram utilizados como controle. A eficiéncia dos meios experimentais foi avaliada por determinagéo
da biomassa e contagem de coldnias, utilizando-se a cepa S. aureus ATCC 25923. Em todos os testes, o
crescimento bacteriano foi compativel & quantificagdo observada nos meios utilizados como controle e
houve desenvolvimento de colonias com caracteristicas morfologicas tipicas de S. aureus, principalmente
no meio AS+H,O+Lev. Concluiu-se que o soro de leite bovino pode ser utilizado como componente
alternativo na elabora¢iao de meio de cultura para S. aureus.

Palavras-chave. Staphylococcus aureus, lactossoro, meio de cultura experimental.

ABSTRACT

We investigated the cultivation of Staphylococcus aureus ATCC 25923 in experimental media containing
bovine whey. Liquid (whey broth - WB) and solid (whey agar - WA) media supplemented with sodium
chloride (WB+NaCl and WA+NaCl) and yeast extract (WB+yeast and WA+yeast) were prepared. In WA
media, the enrichment with yeast extract (0.1%) and water dilution (40%) (WA+H,O+yeast) was tested.
Commercial brain heart infusion broth (BHI) and Baird-Parker agar (BP) media were used as controls.
The efficiency of experimental culture media was assessed by means of biomass determination and colony
counts by using S. aureus ATCC 25923 strain. The bacterial growths in all experimental media were
identical to those found in control media. In addition, grown bacteria colonies showed morphological
characteristics compatible with ATCC S. aureus, especially in the WA+H,O+yeast medium. Therefore, the
bovine whey proved to be efficient as an alternative culture medium for S. aureus isolation and growth.
Keywords. Staphylococcus aureus, bovine whey, experimental media.
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INTRODUCAO

O soro de leite é um produto da industria
laticinista obtido por coagulacdo do leite e reducdo do
pH, apresentando em sua composi¢do quimica 4,5% de
lactose, 0,8% de proteina, 1,0% de sais e 0,1 a 0,8% de
acido lactico'.

De acordo com Wong e Lee?, a eliminagdo de
grandes quantidades de residuos de soro do leite, que
constitui o principal subproduto da fabricagio de
queijo, provoca impactos ambientais consideraveis
devido a sua alta demanda bioldgica de oxigénio. A
fim de oferecer alternativas para mitigacdo desse tipo
de polui¢ao, novas tecnologias e produtos vém sendo
desenvolvidos como op¢des para a utilizagdo do residuo
de soro.

Citam-se diferentes formas de uso do lactossoro,
dentre as quais destaca-se a elaboracdo de meios de
cultivo para micro-organismos. Ibrahim e Bezkorovainy’
afirmam que a-lactoalbumina e P-lactoglobulina,
derivadas do soro de leite bovino, podem ser adicionadas
a meios de cultura como promotoras de crescimento
bacteriano, principalmente de bifidobactérias.

Por outro lado, siao escassos estudos sobre
composicio de meio, a partir de soro de leite, para
bactérias de interesse clinico. Nesse contexto, ¢ justificada
a pesquisa de meios experimentais para o cultivo desses
isolados, uma vez que nessa area, normalmente, os
estudos priorizam micro-organismos com potencial
biotecnoldgico.

Dentre os micro-organismos patogénicos para
o homem, Staphylococcus aureus é reconhecido como
agente etiologico de varias doengas*.

Diante do exposto, o presente estudo teve como
objetivo elaborar e avaliar a eficiéncia de meios para o
cultivo de Staphylococcus aureus, tendo como base o soro
de leite bovino.

METODOLOGIA

O soro de leite foi obtido na fazenda Experimental
da Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA) e
transportado em recipientes previamente esterilizados.
Todas as amostras foram mantidas sob refrigeracao até
0 seu uso.

A elaboracdo dos meios experimentais foi feita
apos tratamento do soro, seguindo-se as etapas: 5 litros
do soro de leite foram deixados em repouso por 12 horas

sob refrigeragdo. O precipitado obtido (40% do soro
total) foi dividido em duas aliquotas, e o pH foi ajustado
para pH 2,0 e pH 4,5 com HCI 1 M, a fim de se obter
um meio mais limpido. Apods fervura por 30 minutos,
o concentrado (20% de redugdo) foi filtrado em papel-
filtro e neutralizado até pH 7,0 com NaCl 1 M. Os caldos
foram denominados Caldo Soro A (CSa) e Caldo Soro
B (CSb), de acordo com o ajuste inicial para pH 2,0 e
pH 4,5, respectivamente. Aliquotas de 50 mL foram
suplementadas com 0,25% de NaCL (Synth) - CSa+NaCl
e CSb+NaCl - e 0,05% de extrato de levedura (Oxoid)
- CSa+Lev e CSb+Lev. Para formula¢io do 4gar soro,
aliquotas de 50 mL foram adicionadas de 2% de agar
bacterioldgico (Difco) - ASa e ASb -, suplementados
com 1,0% de NaCl - ASa+NaCl e ASb+NaCl - e 0,1%
de extrato de levedura — ASa+Lev e ASb+Lev. Todos os
meios foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Os
meios solidos foram enriquecidos com emulsao de gema
de ovo e telurito de potédssio a 1% antes da distribuicao
em placas de Petri. Foram utilizados como controle o
caldo infusao cérebro coragdo (BHI, Difco) e o agar Baird
Parker (BP, Difco).

A eficiéncia dos meios liquidos foi verificada
a partir da biomassa produzida, que foi obtida pela
determinacdo do peso seco. Esse procedimento foi
realizado em triplicata. Para obten¢do do crescimento
bacteriano, foram inoculados 2 mL do indculo em 50
mL dos caldos experimentais e BHI. Para obten¢do do
in6culo, a cepa padrido foi diluida em solucido salina
a 0,85% até o padrido de turbidez 0,5 da escala de
McFarland. A compara¢ao foi feita a partir da leitura
da densidade otica em espectrofotometro (Micronal
B542) em comprimento de onda de 625 nm. Os meios de
cultura foram incubados em estufa a 35 °C por 24 horas.
Ap6s o periodo de incubacio, os cultivos foram filtrados
em papel-filtro faixa branca JP 40, previamente seco e
pesado. Em seguida, o papel-filtro foi colocado em estufa
a 65 °C por duas horas. A determina¢do da biomassa foi
feita por diferenca de peso e expressa em mg.100 mL"* de
meio.

A contagem de colonias de S. aureus foi feita
nos meios de dgar soro e no BP, por plaqueamento em
superficie de 0,05 mL do in6culo ajustado, em duplicata.
Apds a inoculagdo, as placas foram incubadas em estufa a
35 °C por 24 horas. O resultado da contagem de colonias
foi expresso em unidades formadoras de colonias
(UFC.mL™). A fim de se obter resultados representativos,
para cada tipo de AS, foram realizadas oito repeticdes
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do experimento. As colonias crescidas nos meios de AS
foram isoladas em agar BHI e submetidas a coloragao de
Gram e as provas de catalase e coagulase.

RESULTADOS

Os meios experimentais, com pH ajustado
previamente para 4,5 (CSb, CSb+NaCl e CSb+Lev),
apresentaram valores de biomassa (mg 100.mL")
superiores ao meio controle (BHI). A maior produgido
de biomassa foi observada no CSb (45,0 mg 100.mL™"),
seguido de CSb+Lev (34,6 mg.100 mL"), CSb+NaCl
(25,0 mg.100 mL") e BHI (15,0 mg.100 mL™").

Com o pH ajustado previamente para 2,0, o
CSa+Lev(46,6mg100.mL") foioinico meio experimental
em que foi observada uma produgdo de biomassa
superior a do meio controle BHI (26,6 mg.100 mL™"). Nos
meios de CSa e CSa+NaCl, foi observada uma produgio
de biomassa de 16,8 mg.100 mL" e 21,3 mg 100.mL",
respectivamente. O ajuste prévio para pH 2,0 foi feito para
melhorar a qualidade do soro, uma vez que possibilita
sua maior precipitagao. Essa assertiva foi comprovada,
pois, quando comparados os valores de biomassa dos
meios com pH ajustado previamente para pH 4,5 com os
submetidos a ajuste prévio para pH 2,0, o maior indice
foi verificado no CSa+Lev (46,6 mg.100 mL™").

A massa celular obtida em quatro (CSb,
CSb+NaCl, CSb+Lev e CSa+Lev) dos seis tipos CS
testados foi maior do que aquela determinada nos
controles (BHI). Isso pode ser decorrente da variedade
de nutrientes disponiveis no lactossoro. De acordo com
Frank®, o leite possui fontes disponiveis de carbono
(lactose, proteinas e gordura), compostos nitrogenados
nao proteicos (ureia, peptideos e aminodacidos), minerais
e micronutrientes, além de estimulantes de crescimento
microbiano, como acido ordtico (precursor metabdlico
de pirimidinas). Soma-se a isso a presenca das proteinas
do soro, P-lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina
e imunoglobulinas, que sdo suscetiveis a protedlise
microbiana.

Todos os cultivos nos meios experimentais
(meios liquidos e sélidos) apresentaram caracteristicas
morfotintoriais tipicas de S. aureus, cocos Gram-positivos
em um arranjo de cachos irregulares.

Considerando que o BHI é um meio nutritivo e
que a producao de biomassa nos caldos experimentais
foi superior a do BHI, pode-se afirmar que os meios
experimentais foram mais eficientes do que o controle.
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Ainda nesse sentido, os resultados obtidos sugerem que
o caldo soro com suplementagdes, principalmente o
CSa+Lev e CSb+Lev, representa uma fonte alternativa
para o cultivo de S. aureus.

Nos meios experimentais solidos, com pH
previamente ajustado para 2,0 (ASa, ASa+NaCl, ASa+Lev
e ASa+H20+LeV) e pH 4,5 (ASb, ASb+NaCl, ASb+Lev
e ASb+H20+LeV), foram observadas coldnias com
caracteristicas morfologicas compativeis com S. aureus no
meio BP. Em todas as placas de meios experimentais, os
inéculos desenvolveram-se e formaram colonias negras
com zona opaca ao redor da colonia e halo transparente
mais externo. Além de semelhanca morfoldgica, as
coldnias apresentaram caracteristicas bioquimicas tipicas
de S. aureus, sendo caracterizadas como coagulase e
catalase positivas.

Quando comparadasas médias delog ' UFC.mL",
0 agar soro sem suplementagdes mostrou-se satisfatorio
(ASa = 7,80 + 0,25 log,, UFC.mL"; ASb = 7,81 + 0,22
log10 UFC.mL'eBP=7,82+0,16 log10 UFC.mL™").

Ao ASforam adicionados nutrientes considerados
importantes para o cultivo de S. aureus. Nesse sentido,
Figueiredo e Passos® observaram que o soro de leite
quando suplementado com peptona possibilitou maior
crescimento de Lactobacillus acidophilus do que o meio
contendo somente soro.

A média do numero de colonias nos ASa+NaCl
e ASb+NaCl foi de 7,93 + 0,38 e 7,90 + 0,21 log10 UEC
mL’, respectivamente. No BP, verificou-se log10 UEC
mL" de 7,83 £ 0,17. Apesar de proporcionar um indice
de crescimento semelhante ao do controle, as coldnias
crescidas nos ASa+NaCl e ASb+NaCl ndo apresentaram
halos bem desenvolvidos como observados no BP. A
tolerdncia de espécie S. aureus ao NaCl foi pesquisada
por Parfentjev e Catelli’. Os autores observaram que os
estafilococos sdo capazes de crescer satisfatoriamente
em meio enriquecido com até 10% de NaCl sem haver
inducdo de alteracoes relacionadas a produgao de
pigmentos, sensibilidade a antibidticos e atividade de
coagulase e hemolisina. No presente estudo, apesar de ter
sido utilizado apenas 1% de NaCl, o meio experimental
solido foi eficiente na promocdo do crescimento de
estafilococos coagulase positiva.

Nos ASa+Lev e ASb+Lev, a média das contagens
foi de 7,73 + 0,24 e 7,72 + 0,11 log10 UFC.mL",
respectivamente, e no controle (BP), de 7,70 + 0,29
log , UFC.mL". Apesar de ndo haver diferenca entre as
médias das contagens no AS+Lev e no BP, as colonias
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crescidas no meio enriquecido com extrato de levedura
foram mais desenvolvidas do que as cultivadas no meio
sem suplementagdo. Suarez et al.® pesquisaram o efeito
do extrato de levedura no crescimento de Escherichia coli
e verificaram que a capacidade fermentativa dos cultivos
foi potencializada no meio enriquecido com levedura.

Foi observado que os meios experimentais
solidos, apesar de suplementados, apresentavam
colénias morfologicamente distintas no que tange
a forma, elevagao e tipo de borda (irregular, plana e
borda ondulada) quando comparadas aquelas crescidas
no BP (circular, convexa e borda inteira). Portanto,
optou-se por adicionar 40% de agua: 20 mL de agua
+ 50 mL de caldo soro + 0,1% de extrato de levedura
(AS+H,O+Lev). A média das contagens de colonias
nesse meio (ASb+H20+LeV) foide 7,13 + 0,52 log10 UEC.
mL’, enquanto no BP foi de 7,62 + 0,38 log10 UFC.mL".
Apesar de ter sido o unico meio experimental em que o
nimero de colonias foi menor do que no meio de BP, a
adicdo de agua foi responsavel pelo desenvolvimento de
colonias com forma circular, elevagdo convexa e borda
inteira, semelhantes aquelas cultivadas em BP.

Os resultados das médias em log , UFC.mL"
de S. aureus nos meios de AS+H, O+Lev (pH 2,0 e 4,5)
sugerem que o ajuste de pH do soro na prepara¢ao inicial
dos meios nao influenciou o crescimento bacteriano no
AS+H,O+Lev, uma vez que a média no meio preparado
com pH ajustado previamente para 2,0 (ASa+H,O+Lev)
foide 7,09 £ 0,11 e no meio com pH ajustado previamente
para pH 4,5 (ASb+H20+LeV) foi de 7,13 + 0,52 log10
UFC.mL™.

Apesar de perdas parciais de nutrientes nas
fases de preparacdo dos meios de cultivo experimentais,
que incluem fervura, ajustamento de pH, filtragio e
autoclavacdo, os mesmos tiveram uma alta eficiéncia
para o cultivo de S. aureus. Krischke et al.’ assinalam que
o soro de leite contém proteinas de baixo peso molecular,
peptideos e sais inorganicos, os quais sao parcialmente

perdidos apos a esterilizagdo e ajuste de pH, sendo
necessario, segundo Lund et al.', a suplementagdo do
soro com uma fonte de nitrogénio assimilavel.

Os resultados, obtidos pela determinagio da
biomassa e contagem em placas, quando analisados
e comparados respectivamente aos meios controles
(BHI e BP), foram satisfatorios. Ainda nesse contexto, é
importante ressaltar a eficiéncia do meio Baird-Parker,
especificamente formulado para o crescimento de S.
aureus, e em razdo disso destacar a potencialidade do
meio soro para o cultivo dessa espécie bacteriana.
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RESUMO

Quatro tipos de condimentos, Bixa orellana L.(urucum), Cuminum cyminum L. (cominho), Curcuma
longa L. (agafrdo) e Piper nigrum L. (pimenta-do-reino), provenientes de feiras livres e de supermercados
da cidade de Teresina-PI, Brasil, foram avaliados quanto a contaminagdo por fungos. Das 36 amostras
analisadas, 28 (77,77%) apresentaram resultado positivo e 12 espécies fungicas foram identificadas. Os
valores das unidades formadoras de colonias por grama de produto (UFC/g) detectado nas amostras
de condimentos comercializados nas feiras livres e industrializados foram maiores do que os do padréo
federal de referéncia, variando de 8,6 x 10°a 1,3 x 10°. Ndo houve diferenca significativa entre esses valores.
Aspergillus foi o género predominante, com seis espécies identificadas, seguido do género Penicillium (trés
espécies). Das amostras de corante, cominho e agafrido, provenientes das feiras livres, nos condimentos
foram detectados os maiores valores de UFC/g, respectivamente, para as espécies Exserohilum mcginnisii,
Absidia corymbifera e Aspergillus nidulans. Os condimentos analisados neste estudo mostraram a
contaminagdo por fungos potencialmente patogénicos e produtores de micotoxinas, os quais podem
constituir um risco para a saude dos consumidores.

Palavras- chave. condimentos, contaminacdo fingica, urucum, cominho, agafrao, pimenta-do-reino.

ABSTRACT

Four types of spices, Bixa orellana L. (annatto), Cuminum cyminum L.(cumin), Curcuma longa L.
(turmeric) and black Piper nigrum L. (black pepper) collected from street markets and supermarkets in
the city of Teresina, PI, Brazil, were examined for mould contamination. Of 36 samples evaluated, 28
(77.77%) were positive and 12 fungal species were identified. The values of colony forming units per
g (CFU/g), detected in spices samples from street markets and supermarkets, were higher than those
established by the federal reference limit, ranging from 8.6 x 10° to 1.3 x 10° and no significant differences
were observed among them. The most predominant fungal genera were Aspergillus and Penicillium, with
six and three identified species respectively. Annatto, cumin and turmeric, collected from street markets,
showed the highest CFU/g values for Exserohilum mcginnisii, Absidia corymbifera and Aspergillus nidulans,
respectively. The spices evaluated in this study showed contamination with potentially pathogenic fungi
and mycotoxicogenic species, which might be a health hazard for humans.

Keywords. spices, fungi contamination, annatto, cumin, turmeric, black pepper.
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INTRODUCAO

Os condimentos ou especiarias tém se destacado
na vida do homem, desde a Grécia antiga, como
simbolos de crencas culturais ou para fins medicinais,
aromatizantes e conservantes, e sao constituidos de
diferentes partes de vegetais dessecados, grosseiramente
subdivididos ou moidos’.

Provenientes de plantas com caracteristicas
especiais, os condimentos ou especiarias ndo tém apenas
a funcdo de realcar o sabor ou dar gosto especial aos
alimentos, pois, quando usados de forma adequada,
tém um importante papel na digestio do homem, por
promoverem maior salivacdo, secrecdo mais abundante
das glandulas digestivas e aumento do peristaltismo
intestinal, facilitando, assim, a degradac¢do do alimento até
a fase final'.

Os fungos sao considerados os contaminantes
predominantes nas especiarias, mas muitas popula¢des
microbianas sdo, provavelmente, residentes comensais
sobre a planta que sobreviveram ao processo de secagem
e estocagem. Entretanto, fungos podem ser responsaveis
pela deterioracéo dos alimentos e ainda pela producéo de
micotoxinas carcinogénicas, tornando-se um risco para
o consumidor. Dessa forma, quando os condimentos
sao produzidos ou comercializados em condigdes
desfavoraveis, armazenados em locais uUmidos, mal
ventilados, eles propiciam a multiplicacio das espécies
contaminantes que podem atingir niveis insatisfatorios
para consumo.

A legislagio em vigor no que se refere aos
padroes microbioldgicos para alimentos é a RDC n.
12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (Anvisa), em que ndo ha limite
para fungos filamentosos e leveduras nas especiarias.
Entretanto, considerando o potencial patogénico das
espécies flingicas presentes nos condimentos, baseamo-
nos na Portaria n. 451 da Anvisa, de setembro de 1997,
em que é descrito o valor de referéncia para fungos de
5 x 10° unidades formadoras de coldnia por grama do
produto (UFC/g). Levando em consideragdo que muitos
condimentos sao consumidos in natura, valores de
contaminagdo acima do estabelecido pela Anvisa podem
contaminar outros alimentos na hora do preparo e, com
isso, podem causar danos a satde do consumidor.

A avaliagdo da microbiota de alimentos em
relacio as espécies fungicas tem tradicionalmente
recebido menos atencdo que a avaliagdio da microbiota

bacteriana®>. No entanto, é de suma importincia o
conhecimento da extensdo da contaminagao fingica nos
produtos alimenticios como forma de certificagdo da
seguranca e da qualidade dos mesmos.

Assim o objetivo do presente estudo foi avaliar a
contaminagdo fungica em condimentos comercializados
em feiras livres e supermercados da cidade de Teresina-
PI, Brasil.

METODOLOGIA

Foram utilizadas neste estudo quatro tipos de
condimentos desidratados: Bixa orellana L. (urucum),
Cuminum cyminum L. (cominho), Curcuma longa L.
(agafrao) e Piper nigrum L. (pimenta-do-reino). Foi
adquirida uma amostra de cada condimento em seis
feiras livres (FL), localizadas na cidade de Teresina-PI,
Brasil, perfazendo um total de 24 amostras. Também foi
obtida uma amostra de cada condimento industrializado,
em trés supermercados (I) situados na mesma cidade,
perfazendo um total de 12 amostras.

As amostras foram levadas para o laboratdrio
de pesquisa da Faculdade Novafapi, Teresina-PI, para
analise de fungos, segundo metodologia de Silva’, no
periodo de 16 de agosto a 20 de setembro de 2010. Elas
foram pesadas, assepticamente, e 25 g de cada amostra
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo
225 mL de agua peptonada (0,1%), e foram realizadas
dilui¢des seriadas, 10, 10% e 10°. De cada dilui¢do, foram
retirados 100 puL para serem inoculados em placa de Petri
contendo batata dextrose dgar (Himedia Laboratories Pvt,
Ltd., Mumbai, India) acrescido de cloranfenicol (INLAB,
Sao Paulo, Brasil) na concentragao de 0,05 g/L As placas
foram incubadas, a temperatura ambiente (+ 28 °C), por
72 horas para o crescimento e contagem dos fungos.

Apdés a contagem das colonias fungicas,
microculturas foram realizadas para melhor visualizacao
das estruturas e identificacao do género e espécie®”.

O teste estatistico Anova, nivel de significincia p <
0,05, foi utilizado para comparar a contaminagao fungica
nos condimentos de feiras livres e industrializados.

RESULTADOS

Das 36 amostras de condimentos, 28 (77,77%)
apresentaram resultados positivos para fungos, e nessas
foram identificadas 12 espécies fungicas (Tabela 1).
Aspergillus foi o género predominante, com seis espécies
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Tabela 1. Média das contagens de espécies fungicas isoladas, expressa em unidade formadora de colonias por grama de produto, presentes em
condimentos desidratados comercializados em feira livre e supermercado na cidade de Teresina, PI

Condimento Origem Espécie fungica UFC/g
Aspergillus niger 9,1 x 10*"
L Curvularia clavata 3,0 x 10*
Exserohilum mcginnisii 1,0 x 10°
Bixa orellana L. (urucum) Penicillium citrinum 2,0 x 10°
Aspergillus flavus 1,4 x 10*
I Aspergillus niger 6,6 x 10*
Penicillium decumbens 5,0 x 10*
Absidia corymbifera 1,3 x10°"
Aspergillus nidulans 2,2x10°
FL Aspergillus niger 1,6 x 10*
G As}?e'rg'illus ochraceus 6,0 x 101
(cominho) Pemczllzui.n decumbens 1,0 x 10 »
Aspergillus flavus 8,2 x 10*
I Aspergillus niger 1,7 x 10*
Fusarium oxysporum 1,8 x 10°
Penicillium decumbens 2,5x10*
Aspergillus nidulans 1,3 x10°
L Aspergillus niger 7,2 x 10*"
. Fusarium oxysporum 1,3x10°"
Curcuma longa L. (agafréo) Penicillium decumbens 8,6 x 10°
Aspergillus niger 1,3 x 10°
I L
Penicillium decumbens 1,9 x 10*
Aspergillus nidulans 1,5 x 10°
Aspergillus niger 9,4 x 10*"
Aspergillus ochraceus 4,0 x 10*
FL Aspergillus terreus 1,1 x 10°
Aspergillus sydowii 2,0 x 10°
Piper nigrum L. (pimenta-do-reino) Penicillium decumbens 3,0 x 10°
Penicillium oxalicum 1,5 x 10°
Aspergillus nidulans 1,5 x 10°
I Aspergillus niger 1,6 x 10°
Aspergillus ochraceus 1,3 x 10*
Peniciilium decumbens 3,4 x10*

FL = condimento comercializado em feira livre

I = condimento industrializado comercializado em supermercado
UFC/g = unidade formadora de col6nia por grama de condimento
*= contagem estimada (Silva, 2007)

identificadas, seguido do género Penicillium, com trés
espécies.

A Tabela 1 apresenta a média das contagens de
espécies fungicas, expressa em unidade formadora de
colonia (UFC) por grama de produto, presentes nos
condimentos desidratados provenientes das feiras livres
e dos supermercados, comercializados na cidade de
Teresina-PI. Quando as placas apresentaram mais de
250 colonias, o numero de UFC/g foi estimado, segundo
Silva’®.
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Em relagdo a quantifica¢ao fungica, verificou-
se que tanto os condimentos provenientes das feiras
livres quanto os industrializados comercializados em
supermercados apresentaram valores de UFC/g acima do
valor de referéncia, variando de 8,6 x 10’ a 1,3 x 10°, ndo
havendo diferenca significativa entre eles.

Bixa orellana L. (urucum), Cuminum cyminum
L. (cominho) e Curcuma longa L. (agafrao) provenientes
das feiras livres foram os condimentos que apresentaram
os maijores valores de UFC/g para as espécies
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Exserohilum mcginnisii (1,0 x 10° UFC/g), Absidia
corymbifera (1,3 x 10° UFC/g), Aspergillus nidulans (1,3
x 10° UFC/g) e Fusarium oxysporum (1,3 x 10> UFC/g).
Comparativamente, a Piper nigrum L. (pimenta-do-
reino) de feira livre apresentou a maior diversidade
fungica, porém os valores de UFC/g estavam abaixo
do valor estabelecido pela ANVISA para a maioria das
espécies, com excecao de A. niger e A. ochraceus. A
pimenta-do-reino de supermercado apresentou valores
acima do padrdo federal somente para P. decumbens
(Tabela 1).

Os condimentos sao obtidos por métodos simples
e sdo comumente expostos a muitos contaminantes antes
de serem secos o suficiente para impedir a multiplicagdo
microbiana. Entretanto, as condi¢des de estocagem dos
mesmos podem favorecer a contaminagdo por insetos,
roedores, fungos, entre outros. Em condigdes ambientais
favoraveis, de umidade e de temperatura, os esporos
dos fungos germinam, desenvolvendo hifas, que podem
contaminar varios substratos'.

O isolamento das espécies fungicas, nos
condimentos analisados neste trabalho, é comparavel
ao encontrado em outros estudos®”. Além disso, tem
sido demonstrada a prevaléncia do género Aspergillus
e Penicillium em especiarias, corroborando nossos
achados, principalmente em pimenta. Hoffmann et al.®
afirmaram que, normalmente, fungos e leveduras estdo
presentes em especiarias in natura, porém em grande
numero pode indicar processamento e armazenamento
inadequados.

Adicionalmente, os condimentos nio sofrem
deterioragdo como os demais grupos de alimentos,
apesar de poder haver a multiplicagdo de fungos durante
a desidratagdo, conferindo-lhes alta carga de esporos.
Como eles sao adicionados a outras preparagoes, se
estiverem contaminados, acabam por elevar a carga
microbiana dos alimentos'.

Dos fungos isolados, dos diferentes condimentos
analisados aqui, 22 apresentaram valores de UFC/g
do produto maiores que o padrido microbioldgico
estabelecido pela Anvisa, que é de 5 x 10° UFC/g. Nossos
dados sdo semelhantes aos resultados obtidos a partir da
analise microbiologica de especiarias comercializadas
na cidade de Londrina-PR, onde os autores encontraram
valores de UFC/g acima do estabelecido pela ANVISA®.
Infelizmente, os autores ndo identificaram o género e a
espécie dos fungos encontrados. Em adigdo, Freire et
al.’ relataram a alta frequéncia de fungos, em pimenta e

castanha-do-para, principalmente do género Aspergillus.
Os dados apresentados por esses autores corroboram os
dados aqui apresentados e indicam que devem ser feitas
melhorias no processamento e no armazenamento dos
condimentos.

As espécies aqui encontradas com os maiores
valores de UFC/g foram Exserohilum mcginnisii,
Absidia corymbifera e Aspergillus nidulans. E importante
ressaltar que E. mcginnisii é um fungo demaceo,
agente da feohifomicose, descrito como espécie nova
causando sinusite com oclusiao do seio nasal em um
paciente jovem®. Nao ha registro de como o paciente se
contaminou, mas pode-se supor que o paciente tenha se
contaminado por inalagdo de propagulos fungicos, pois
nio houve descri¢do de trauma no local. Em relagdo a
A. corymbifera e A. nidulans, ambos sdo descritos como
agentes de infec¢des, o primeiro sendo agente causal de
varios casos descritos de infec¢do invasiva em pacientes
com aids, neutropénicos, transplantados e leucémicos,
e o segundo descrito como agente de varias infecgdes
em humanos e animais, como infec¢ao pulmonar
e produtor de esterigmatocistina, uma micotoxina
hepatocarcinogénica que inibe a sintese de DNA”.

Além dessas, as demais espécies isoladas e
identificadas neste trabalho também ja foram relatadas
como agentes causais de diversas infecgoes’, e algumas
delas como produtoras de micotoxinas, como aflatoxina,
ocratoxina, citrinina, tricotecenos, fumonisina e
zearalenona. Os fungos toxigénicos pertencem
basicamente aos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, os quais sdo responsaveis pela producao da
maioria das micotoxinas, extremamente toxicas, podendo
causar danos hepaticos, renais e na medula dssea, até hoje
conhecidas e estudadas'’.

Diante do exposto, ha que se enfatizar a
necessidade de fiscalizagdo no controle de qualidade,
em todas as fases de obtencdo dos condimentos, desde
a coleta até a oferta ao consumidor, visto que os niveis
de contaminagéo fungica encontrados aqui excederam os
valores estabelecidos pela Anvisa, além da possibilidade
de esses fungos produzirem micotoxinas.

CONCLUSAO

De acordo com os dados apresentados, conclui-
se que os condimentos comercializados em feiras livres
e os industrializados vendidos em supermercados estdo
contaminados com fungos potencialmente patogénicos e
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produtores de micotoxinas. Esse resultado, corroborado
com outros artigos publicados apresentando dados
semelhantes, levanta uma questiao preocupante sobre
a higiene de manipuladores, utensilios e equipamentos
utilizados na manufatura do produto, assim como sobre
as condicoes de armazenamento dos condimentos.

Assim, os condimentos analisados aqui, em
nosso ponto de vista, representam um risco a saide do
consumidor, uma vez que espécies isoladas nas especiarias
sao potencialmente patogénicas. Portanto, além de ser
necessario o esclarecimento dos consumidores quanto
ao risco de consumir produtos contaminados com
fungos, seria de grande valia para a minimizagdo desses
riscos a realizacao de programas de treinamento para
os produtores sobre técnicas adequadas de manuseio,
secagem e estocagem dos condimentos.
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RESUMO

A salsicha tipo Viena ¢ um alimento muito consumido pela populagdo brasileira, com grande volume de
comercializagdo. No entanto, este produto apresenta um elevado risco de contaminagéo, principalmente
em fungdo de sua excessiva manipulagdo. Este estudo avaliou a qualidade de salsichas tipo Viena por meio
de andlises microbioldgicas e fisico-quimicas. As amostras demonstraram qualidade sanitaria adequada e
teores de amido, nitrito e nitrato inferiores ao especificado pela legislagdo.

Palavras-chaves. salsicha, aditivos, qualidade sanitaria.

ABSTRACT

The Vienna sausage is highly consumed by the Brazilian population, and it holds a high trade bulk.
Nonetheless, this product has a high risk of contamination, mainly due to its excessive manipulation. This
study evaluated the quality of Vienna sausages by determining the microbiological and physicochemical
qualities. The analyzed samples showed adequate sanitary quality and acceptable starch contents, and the
nitrite and nitrate amounts were lower than those established by legislation.

Keywords. sausage, additives, sanitary quality.
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INTRODUCAO

O estilo de vida dos consumidores mudou
muito nos ultimos anos, e a tendéncia ao consumo de
alimentos de preparo facil e rapido é cada vez maior.
Nesse contexto, as salsichas tipo hot dog de carne bovina
e de aves merecem destaque devido a sua aceitabilidade
e praticidade'. Entretanto, os embutidos carneos sao
alimentos muito suscetiveis a contamina¢do microbiana,
o que reduz seu prazo de validade e os torna um potencial
veiculo de patdgenos.

Antimicrobianos tém sido cada vez mais
utilizados como principal intervencio para inativar ou
inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos
em alimentos. O nitrito é um exemplo de antimicrobiano
alimentar especifico para inibir o crescimento de
Clostridium botulinum em produtos carneos. No entanto,
a razdo mais importante para a inclusido de nitrito e/
ou nitrato em salsichas é a formagéo e a fixagdo da cor
rosea avermelhada, que é obtida por meio da formacao
do pigmento nitrosilmioglobina, oriundo da reacao da
mioglobina com o déxido nitrico proveniente da redugédo
do nitrito®.

A aplicagdo de nitratos e nitritos acima do
limite maximo estabelecido pela legislacao vigente pode
acarretar sérios riscos a saiide humana, pela possibilidade
de manifestagdes de efeitos toxicos agudos e cronicos. Os
efeitos adversos sdo representados principalmente pela
metamioglobina tdxica e pela formagao de nitrosaminas,
substdncias consideradas carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas’.

As salsichas sdo produtos carneos emulsionados.
Assim, é necessario adicionar um agente capaz de
manter a emulsdo estavel e formar gel quando submetido
ao calor. O amido ¢é o aditivo mais utilizado, pois atua
como substancia ligadora, enchedora, emulsionadora e
estabilizadora. A utilizagdo do amido, além de colaborar
para as caracteristicas sensoriais do produto, aumenta o
rendimento no cozimento?.

Este trabalho procurou avaliar a qualidade
microbioldgica (coliformes termotolerantes, Salmonella
spp e clostridios sulfito redutores), quimica (nitrito e
nitrato) e quantificar o amido de salsichas tipo Viena
comercializadas a granel. As amostras foram adquiridas
em estabelecimentos de grande porte situados nas trés
maiores cidades (A, B, C) da regidao Sudoeste do Parana.
A coleta das amostras foi efetuada quinzenalmente, em
cinco periodos. Para cada lote (1, 2, 3, 4, 5) de amostras,
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foram escolhidos aleatoriamente trés pontos comerciais,
um por cidade, totalizando 15 amostras.

METODOLOGIA

A determinagdo de nitritos foi realizada
segundo o método de Griess-Ilosvay*. Os nitratos foram
determinados por reacdo colorimétrica, e a leitura,
realizada em espectroscopio (Micronal, B442) a 410 nm*.
Para a determina¢do do teor de amido, o polissacarideo
foi submetido a hidrdlise em meio fortemente acido,
com posterior determinagdo de glicose pelo método
de Lene-Eynon*. Para conversio do teor de glicose em
amido, foi utilizado o fator de corre¢do 0,99*. As analises
microbioldgicas para determinagio de coliformes
termotolerantes, Salmonella spp e clostridios sulfito
redutores foram realizadas segundo procedimentos
descritos por Silva et al.’>. Os ensaios foram realizados
em triplicata, e os resultados submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey, considerado significativamente
diferente quando p < 0,05.

RESULTADOS

Os valores médios de nitrito (mgkg")
determinados nas amostras estdo apresentados na
Tabela 1. Segundo a legisla¢ao vigente®, o valor maximo
de nitrito permitido em embutidos carneos é de 150
mg.kg', indicando que as amostras analisadas estao de
acordo com os pardmetros estabelecidos.

Tabela 1. Valores médios de nitrito (mg.kg’) em diferentes lotes
de salsichas tipo Viena comercializadas em trés cidades da regiao
Sudoeste do Parana

Cidades Lotel Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5

A 148,0 + 0,7* 149,2 + 0,9* 149,9 + 1,6 148,9 + 0,4* 148,7 + 0,5°
B 147,5 £ 1,5* 148,2 + 0,9* 148,9 £ 1,7* 149,4 + 1,6* 148,9 = 0,3*
C 149,1 +£1,8* 149,4 £ 0,6* 148,9 + 1,7* 149,0 = 0,6* 148,9 + 1,6°

Valores médios + desvio-padrio referentes a trés determinagoes
Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey

Outros trabalhos sdo relatados na literatura e
corroboram os resultados obtidos neste estudo. Lira
et al.” avaliaram o teor de nitrito em 81 amostras de
produtos carneos, encontrando resultados similares. Eles
observaram teores abaixo do limite maximo permitido
em todos os produtos avaliados. Resultados diferentes
foram encontrados por Melo Filho et al’ quando
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avaliaram a qualidade de 54 amostras de salsicha de
diversas origens e marcas quanto aos niveis de nitrito e
nitrato. Os autores constataram que 67% das amostras
possuiam teor de nitrito superior a 150 mg.kg™.

Nesse estudo, as amostras de salsichas tipo
Viena coletadas nas cidades A, B e C apresentaram
teor médio de nitrito de 148,9, 148,6 e 149,1 mg.kg",
respectivamente.

Segundo a legislacdo vigente®, o limite maximo
estabelecido para nitrato é 300 mg.kg'. A Tabela 2
apresenta os resultados obtidos para as determinagdes de
nitrato nas salsichas tipo Viena.

Tabela 2. Valores médios de nitrato (mgkg') em diferentes lotes
de salsichas tipo Viena comercializadas em trés cidades da regiao
Sudoeste do Parana

Cidades Lotel Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5

A 298,9 + 1,6 297,9 + 1,4* 298,8 + 1,6* 298,3 £ 0,22 299,0 £ 1,6*
B 299,1 £ 1,72 299,6 + 1,22 299,4 + 1,5* 299,7 £+ 1,0* 299,5 + 1,3*
C 298,9 £+ 0,8*299,9 £+ 0,92 299,5 + 1,22 299,2 + 1,6* 298,9 + 1,5*

Valores médios + desvio-padrao referentes a trés determinagdes
Meédias com letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey

Nesse estudo, observou-se que as amostras
avaliadas ndo excederam os parametros estabelecidos. Os
valores médios de nitrato encontrados nas salsichas tipo
Viena comercializadas nas cidades A, B e C foram 298,6,
299,5 e 299,3 mgkg', respectivamente. No entanto,
Melo Filho et al.? relataram que 83% das 54 amostras de
salsicha avaliadas apresentaram teores de nitrato acima
de 300 mg.kg'. A utiliza¢do desses sais acima do limite
maximo permitido pode acarretar sérios riscos a saude
humana, pela possibilidade de manifestacdes de efeitos
toxicos agudos e cronicos.

Segundo a Portaria n° 1.004, de 11 de novembro
de 1998%, do Ministério da Satde, o teor maximo
de amido para salsicha é 2%. Todas as amostras
apresentaram percentual de amido proximo ao limite
determinado pela legislagdo, e apenas duas amostras
excederam ligeiramente esse valor (2,01% e 2,03%). Os
percentuais médios de amido nas salsichas tipo Viena
comercializadas nas cidades A, B e C foram 1,97%, 1,98%
e 1,98%, respectivamente, estando de acordo com os
parametros exigidos pela legislagdo vigente.

Sabe-se que o amido é um produto de baixo
custo, sendo utilizado em salsichas com a finalidade de
conferir maior consisténcia a massa. O amido absorve
agua, e, portanto, sua utilizagdo, mesmo em pequenas

quantidades, acarretara aumento do peso e pode
representar fraude ao consumidor.

Alimentos de origem animal vendidos a granel
sdo muito suscetiveis a contaminagoes, ja que, além das
condi¢des de processamento, armazenagem e transporte,
sao excessivamente manipulados, facilitando o contato
com micro-organismos patogénicos.

A RDC n° 12 de 2001® determina os seguintes
padroes microbioldgicos para salsichas: coliformes
termotolerantes: 10° UFC/g; clostridios sulfito redutores:
5 x 10* UFC/g; Salmonella spp: auséncia em 25 g. Os
resultados das analises microbioldgicas demonstraram
que as salsichas tipo Viena atendiam aos parametros
exigidos pela legislacao vigente.

Martins et al.', ao analisarem salsichas tipo hot
dog, verificaram que 17% das amostras apresentaram
coliformes termotolerantes acima do limite permitido.
Em relagdo a presenca de Salmonella spp em embutidos,
a literatura apresenta diversos trabalhos que relatam a
presenca desse micro-organismo.

Observa-se também uma consideravel variagdo
quanto a presenca de clostridios em produtos carneos.
Stagnitta et al.’, avaliando a carne e seus derivados na
cidade de Sao Luis, Argentina, encontraram Clostridium
perfringens em 26,35% das amostras de linguiga frescal,
em 19% das amostras de hamburgueres e em 24% das
amostras de carne moida avaliadas. Em contrapartida,
Ferreira et al.'’ ndo verificaram presenca de clostridios ao
analisarem amostras de salsicha fresca, resultado similar
ao encontrado neste trabalho.

Nao foi observada diferen¢a significativa (p <
0,05) entre os resultados obtidos nas trés cidades da regido
para as concentragdes de amido, nitrito e nitrato, estando
seus valores abaixo dos limites maximos especificados.
As andlises microbioldgicas comprovaram a qualidade
sanitaria das amostras avaliadas. As salsichas tipo Viena
a granel, comercializadas na regido Sudoeste do Parana,
atenderam as exigéncias da legislagdo vigente.
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REsuMOS DE TESES E DISSERTACOES

Solar and conventional drying of residual annatto grains

SANTOS, Dyego C. Secagem solar e convencional de graos residuais de urucum. Campina Grande, PB, 2012. [Dissertagao
de Mestrado — Area de concentragdo: Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas. Programa de Pés-Graduagdo
em Engenharia Agricola, Centro de Tecnologia e Recursos Naturais, Universidade Federal de Campina Grande]. Orientado-
res: Alexandre José de Melo Queiroz e Rossana Maria Feitosa de Figueirédo

Residual annatto seeds are a subproduct derived from the extraction of bixin and norbixin pigments in
the food industry. The fact that most of these seeds are typically discarded demonstrates the need for making
better use of these residues, through studies aimed at incorporating them into the human diet. The objective of
this study was to dry residual annatto seeds and annatto seed powder using conventional means (oven-drying)
and solar energy. The seeds and powder were oven dried with forced air circulation at temperatures of 40, 50, 60
and 70 °C. Two dryers were used in the solar energy method, one for daytime drying, called a solar dryer, and the
other for nighttime drying, denominated a heat accumulator for nighttime drying (ACSN). The ACSN dryer is
composed of two independent water circulation circuits. The solar collector circuit/reservoir was in operation in
the daytime. This was interrupted during the night, whereupon the reservoir circuit/drying chamber was opened.
In solar drying, samples were collected in concrete trays covered with a black plastic tarp (polyethylene). Diffusion
Approximation, Two Term, Midilli, Page and Thompson mathematical models were used to represent the drying
kinetics of annatto seeds and powder dried in an oven and solar and nighttime dryers, as well as by direct exposure
to the sun. In conventional drying, an increase in temperature promoted reductions in drying time. Using the ACSN
dryer at night avoided water absorption by the samples, promoting their drying and resulting in a product with
lower water content. For samples dried at night, employing the ACSN dryer led to greater drying rates compared to
the control sample, generating a product with lower water content. Solar dryers exhibited shorter drying times than
those observed in conventional dryers. Diffusion Approximation, Two Term, Midilli, Page and Thompson models
showed a good fit to experimental data derived from the drying kinetics of annatto seed samples and residual
powder, with and without oil, using conventional and solar methods.

Keywords. Bixa orellana L., natural coloring, solar dryer, nighttime dryer
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Processing, characterization and storage of traditional and diet umbu-caja jams

Oliveira ENA. Processamento, caracteriza¢io e armazenamento de geleia tradicional e dietética de umbu-caja. Campina
Grande, PB, 2012. [Dissertagdo de Mestrado — Area de concentragio: Processamento e Armazenamento de Produtos Agrico-
las. Programa de Pds-Graduagao em Engenharia Agricola, Centro de Tecnologia e Recursos Naturais, Universidade Federal
de Campina Grande]. Orientadores: Ana Paula Trindade Rocha e Josivanda Palmeira Gomes

Umbu-caja fruits are normally sold and consumed fresh, which can result in large post-collection losses. An
alternative to make maximum use of this fruit is to devise new products, including jams. Thus, the aim of this study
was to manufacture and assess traditional and diet umbu-caja jams. Ripe fruits were physically characterized and
depulped. Pulp was then submitted to physical, chemical, physicochemical and microbiological analyses. We used
22 experimental planning with two central points to manufacture the jams, considering the following independent
variables: sugar (50, 55 and 60%), aspartame (0.055, 0.065 and 0.075%) and pectin (0.50, 1.00 and 1.50%). The jams
were characterized and submitted to sensory analysis, in order to select the two most acceptable samples from
each planning matrix to be stored for 180 days. With respect to traditional jams, increased sugar and a reduction
in pectin resulted in greater yield. A rise in pectin and lower sugar levels led to higher extrusion force. Firmness
and adhesiveness showed no negative influence from either independent variable for traditional jam. However, a
tendency to greater firmness was observed with an increase of pectin and more adhesiveness with a reduction. Diet
jams showed no significant difference for dependent variables. In relation to extrusion and firmness, no tendencies
were detected with a variation in aspartame; however, an increase in pectin caused a tendency to higher extrusion
and firmness values. Sensory analysis revealed that the highest acceptability indices of traditional jams were for
jams 1 and 5 and for diet jams, samples 3 and 4, all of which were stored. In traditional jams, water content, water
activity, acidity, sucrose and yellow intensity decreased with storage, while pH, °Brix and reducing sugars increased
under the same conditions. For diet jams, reducing sugars, luminosity, and yellow intensity declined with storage,
and pH, water activity and °Brix/acid ratio were higher. Employing umbu-caja to manufacture traditional and diet
jams is a viable alternative for using surplus production, in addition to introducing a new product into the market.

Keywords. Spondias spp., experimental planning, texture, storage
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les manuscritos selecionados sdo encaminhados para avaliagdo por pares externos de drea pertinente, sempre de institui¢des distintas aquela da origem do manus-
crito, sendo garantido o anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliacdo. Apos receber os pareceres, o Corpo Editorial, que detém a decisdo
final sobre a publicagdo ou ndo do texto, avalia a aceitagdo do texto sem modificagdes, a recusa ou a devolugio ao autor com as sugestdes apontadas pelos relatores.
Os manuscritos submetidos devem atender a politica editorial da RIAL e as Instrugdes aos Autores, que seguem os Uniform Requirements for Manuscripts Submit-

ted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication (http://www.icmje.org).

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados. Os autores devem explicitar em METODOS que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrdes exigidos pela
Declaragio de Helsink e aprovada por comissio de ética (CEP) reconhecida pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - vinculada ao Conselho Na-
cional de Saude (CNS) - bem como registro dos estudos de ensaios clinicos em base de dados, conforme recomendagio aos editores da Lilacs e Scielo, disponivel
em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/lilacs/homepage.htm. O nome da base de dados, sigla e/ou numero do ensaio clinico, assim como o nimero do processo e
o nome da comissdo de ética que aprovou o projeto, deverio ser colocados ao final do RESUMO. Nos casos de ensaios envolvendo animais, estes deverdo atender
a Lei Federal 9.605 contra crimes ambientais, a Lei Federal 6.638/76 e a Lei 11.794/08, que normatiza a utiliza¢do de animais em pesquisa cientifica. Os autores

deverdo ter em seu poder todos os documentos referentes a este procedimento, que poderao ser solicitados em qualquer momento pelos editores.

Os autores serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial e/ou associativo, relacionados ao material de trabalho ou ou-
tros que possam influencié-los, apresentando uma declaragio sobre a existéncia ou nao de tais conflitos. Os relatores também devem revelar aos editores qualquer
conflito que possa influir ou impedir as suas avaliagdes.

Os manuscritos publicados sao de propriedade da RIAL. A transferéncia de direitos autorais serd solicitada apds a aprova¢do do manuscrito para publicagao.

INFORMAGOES GERAIS
Os manuscritos submetidos a publicagao na RIAL devem ser apresentados de acordo com as Instru¢des aos Autores.

4

Séo aceitos manuscritos nos idiomas: portugués e inglés.

O manuscrito deve ser encaminhado em formato eletronico (e-mail) ou impresso, aos cuidados do editor-chefe da RIAL, no seguinte enderego:
Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL)

Nucleo de Acervo

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Cerqueira César - Sao Paulo - SP - Brasil - CEP: 01246-902

Ou por meio eletrénico em rial@saude.sp.gov.br

Pormenores sobre os itens exigidos para apresentagiao do manuscrito estiao descritos a seguir.
1. CATEGORIA DE ARTIGOS

1.1 ARTIGOS ORIGINAIS: Incluem estudos relacionados a prevengao e controle de agravos e a promogao a satide. Devem ser baseados em novos dados ou pers-
pectivas relevantes para satide publica. Cada artigo deve conter objetivos e hipoteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusoes.

INFORMAGOES COMPLEMENTARES:
= Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.
= As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos

em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
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= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagio de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

A estrutura dos artigos originais de pesquisa é a convencional: Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Conclusdo, embora outros formatos

possam ser aceitos, mas respeitando a l6gica da estrutura de artigos cientificos.

1.2 ARTIGOS DE REVISA0: Dedicados a apresentagio e a discussdo de temas de interesse cientifico e de relevancia para a satide publica. Devem apresentar for-
mulagdo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagao ldgica, critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser

elaborados por pesquisadores com experiéncia no campo em questao ou por especialistas de reconhecido saber.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

1.3 COMUNICAGOES BREVES: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagao de eventos significativos no campo da pesquisa de interesse em satde publica

e que nao comportam uma analise mais abrangente.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras niao devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 NoTas CIENTIFICAS: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagao de eventos relevantes de uma pesquisa experimental que justifique a publicagao de
resultados parciais.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras nao devem repetir dados ji descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagao. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto tnico.

1.5 RELATOS DE CAs0: Sdo textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior ao interesse de sua divulgagao ou a ocorréncia

dos resultados nao ¢ planejada.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e

outros) devem ser evitadas.
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= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Devem apresentar Introdugio, Relato de caso, Discussdo e Conclusio, na forma de texto tnico.

1.6 REsumos DE TESES E DISSERTAGOES: Sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano ap6s a defesa.

Informagdes complementares:
= Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da instituigdo em que foi apresentado, area

de concentragdo e ano da defesa.

2. APRESENTAGAO DO MANUSCRITO: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel, no formato A4, espago
duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. Devem ser evitados arquivos compactados. A estrutura do manuscrito deve estar em conformidade com as normas
do Sistema Vancouver — Titulo; Autores e Instituigdes; Resumo e Abstract; Introdugao; Material e Métodos; Resultados; Discussao; Conclusao; Agradecimentos;
Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

2.1 PAGINA DE IDENTIFICAGAO: Deve constar:

Titulo em portugués e em inglés: O titulo deve ser conciso, completo e conter informagdes. Se 0 manuscrito for submetido em inglés, deve ser fornecido um

titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sao considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente para
a concepgao e planejamento, ou andlise e interpretagao dos dados; contribuiram significativamente na elaboragao do rascunho ou na revisao critica do contetdo
e participaram da aprovagao da versao final do mesmo. Somente a aquisigao de financiamento, a coleta de dados ou supervisao geral de grupos de pesquisa nao
justificam autoria — maiores esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome completo,
sem abreviagdes e com tltimo sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do autor responsavel. O autor responsavel para troca
de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o enderego completo.

Afiliagao: Deve ser indicada a instituigdo a qual cada autor estd afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de afiliagdo: laboratorio, setor, segdo,

servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia financiadora e o respectivo namero do pro-

Cesso.

Apresentagio prévia: Quando baseado em tese ou dissertagao, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de p6s-graduagao e instituigdo onde foi
apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagao.

2.2 PREPARO DO MANUSCRITO:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverdo ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir

objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados e conclusdes.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetdo, extraidos do vocabulario Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da Bire-
me (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso nao sejam encontrados descritores adequados para a temdtica do manuscrito, poderao ser indicados termos nao existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:
A) Introdugao: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a
importancia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusoes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a respectiva defini¢do, quando neces-
saria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagio e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentagio, se possivel, de medidas de validade e
conter informagdes sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas empregados, inclusive os métodos
estatisticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas limita¢des. Os critérios
éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrdes éticos e foi aprovada por comité de ética,

indicando o nome do comité de ética, nimero e data do registro.
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C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia légica, iniciando-se com a descrigao dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessarias para argumentagio e a descrigdao dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gréficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nio devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos
devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discussao: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cien-
tifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunica¢ao de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem
servir de apoio as argumentagdes do autor. Tanto as limitagoes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente
hipéteses e generalizagdes baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas

em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora nao preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragdo ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declara¢ao de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também
pode constar desta parte apoio logistico de instituigdes.

2.3 CITAGAO NO TEXTO: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu nimero na listagem, na forma de expoente,
sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que ha citagdo do nome do autor, o nimero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor.
«p

Trabalhos com dois autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso

de autoria maltipla).

Exemplos: Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragdo dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extragdo e determinagdo da GT por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagao
em chama (GC/DIC)>3.

Segundo Chang et al’!, 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugdo da drea de superficie conferindo uma melhora na retengio e estabilidade das
mesmas.

2.4 REFERENCIAS: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. As referéncias devem ser
normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication,
numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/

entrez?db=journals. Para consultar periddicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressao latina “et al”. Referéncias de um
mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente.

Exemplos:

Artigos de periddicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislagio e quantifi-
cagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensdo. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2¢ ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001 [acesso 2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://www.
nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:

Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.p.64-76.
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Dissertagoes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagdo de métodos cromatograficos e avaliagdo da estabilidade de vitaminas hidrossoltveis em alimentos [tese de doutora-
do]. Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:
Barboza et al. Descentralizagio das politicas ptblicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de Pés-Graduagdo em Infecgdes e Saude
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da agua. [acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T&db=&doci].

Legislacao:
Brasil. Ministério da Satide. Resolugio RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para Alimentos.
Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE, 10 jan. 2001. Se¢do 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 42 ed. [1° ed. digital].
Sao Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&
Ttemid=7].

Organizacion Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

Patente:
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors: Novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to eletrophysiology of the heart. US patent 5,529,067.
1995 Jun 25.

Casos ndo contemplados nesta instrugdo devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em:
http://www.cmje.org.

Referéncias a documentos niao indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma instituigdo ou a um evento (teses, relatorios
de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevan-

tes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 NUMEROS DE FIGURAS E TABELAS: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos
aceitos pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serao identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um,
e nao como quadros, grdficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados, numeradas
consecutivamente com algarismos ardbicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, nio se utilizando
tragos internos horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor numero possivel e colocadas no rodapé das tabelas e ndo no
cabegalho ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorizagdo da revista

que a publicou, para sua reprodugéo.

B) Figuras: As ilustragoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas consecutiva-
mente com algarismos ardbicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admiti-
das para publicagdo figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressao, preferencialmente no formato vetorial. No formato JPEG,
a resolugdo minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serao publicadas quando for necessaria a clareza da informagéo e os custos deverdo ser cobertos pelos
autores. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizago, por escrito, para sua reprodugio.

3. DECLARAGOES E DOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, sdo solicitados

alguns documentos e declara¢des do(s) autor(es) para a avaliagdo de seu manuscrito. Observe a relagio dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique,

anexe o documento ao processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados ¢ variavel:
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Documento/declaragao Quem assina Quando anexar
Carta de Apresentagao Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagao

A carta de Apresentagao do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

= Um paragrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgao e planejamento ou analise e interpretacdo dos
dados; ter contribuido significativamente na elaboragéo do rascunho ou na revisao critica do contetido; e ter participado da aprovagao da versao final do manus-
crito. Para maiores informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).
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