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RESUMO

Salmonella é um bom modelo bacteriano para o estudo das interagdes entre hospedeiro e agente patogénico.
Embora muitos de seus fatores de viruléncia tenham sido caracterizados, os mecanismos de especificidade
aos hospedeiros com o desfecho na doenca nio estdo elucidados. As ilhas de patogenicidade (PAI) sdo
elementos genéticos dos cromossomos de um amplo niimero de agentes patogénicos. Nas salmonelas,
muitos dos fatores de viruléncia sdo codificados por genes presentes nas PAI, as quais sdo referidos
como ilhas de patogenicidade da Salmonella (SPI). Nesta revisao, sao sumarizados os relatos na literatura
especifica dos tltimos vinte anos sobre o papel das SPI na patogenia da doenga e como elas influenciam
nos mecanismos envolvidos na invasao e colonizacao das bactérias patogénicas no hospedeiro.
Palavras-chave. Salmonella enterica, ilhas genoémicas, salmoneloses.

ABSTRACT

Salmonella is a suitable bacterial model for conducting the study on the host-pathogen interactions.
Although many virulence factors have being characterized, the host specificities mechanisms with disease
outcome have not been fully elucidated yet. Pathogenic islands (PAI) are the genetic elements on the
chromosomes of a large number of pathogens. In Salmonella, many of the virulence factors are encoded
by genes on PAI, which are known as Salmonella pathogenicity islands (SPI). This review summarizes the
reported investigations in the last twenty years regarding to the role of SPI in the disease pathogenia, and
their effects on the pathogen invasion and colonization mechanisms in the host.

Keywords. Salmonella enterica, genomic islands, salmonellosis.
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INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sao consideradas
a principal causa de doenga transmitida por alimentos
no mundo. As salmonelas sdao geralmente transmitidas
para os humanos por meio do consumo de alimentos de
origem animal contaminados, principalmente a carne,
aves, ovos e leite'. A estimativa feita pela Food and Drug
Administration® ¢ de que ocorram de 2 a 4 milhdes de
casos de salmonelose anualmente nos Estados Unidos.

Sorovares de Salmonella sdo patdgenos
intracelulares capazes de causar doencas em aves
e mamiferos’. Duas caracteristicas marcantes na
patogenia da salmonelose sdo a invasio do hospedeiro
e a proliferacdo intracelular, as quais estao diretamente
ligadas a genes localizados nas ilhas de patogenicidade
(PAI), elementos genéticos méveis que contribuem para
rapidas mudancas no potencial de viruléncia®.

Assim como outros patdgenos bacterianos,
Salmonella abriga clusters de genes de viruléncia, os quais
foram adquiridos por meio de transferéncia genética
horizontal®. Estesgenesdevirulénciaencontram-sereunidos
em ilhas genomicas (GI), consideradas “saltos quénticos”
na evolugéo bacteriana, podendo prover bases moleculares
para o entendimento da patogénese da doenga’. Além
disso, acredita-se que os genes pertencentes aos plasmidios
de viruléncia, operons de fimbrias, pseudogenes, fagos
lisogénicos e ilhas de patogenicidade sdo importantes para
conferir especificidade ao hospedeiro®.

Nesta revisao, sumarizamos a literatura dos
ultimos vinte anos com respeito ao papel das SPI na
patogénese da doenca, e como elas influenciam os
mecanismos envolvidos na invasdo e colonizaciao dos
patdgenos no hospedeiro.

Ilhas de patogenicidade

Asilhas de patogenicidade sao um tipo particular
de ilha gendmica encontradas nas salmonelas e outros
patégenos. Elas estdo presentes somente em bactérias
patogénicas e carreiam um ou mais genes de viruléncia’.
A elucidagao da funcdo e da distribuigao destes genes
presentes nas SPI nos sorovares de Salmonella pode
prover um entendimento da evolu¢ao dos sorovares
patogénicos e o papel das SPI na diferenca de patogénese
e epidemiologia entre os sorovares’.

As SPI codificam genes envolvidos na adesao
de células do hospedeiro, invasdo, sobrevivéncia dentro
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da célula, mecanismos de defesa do sistema imune e, ao
menos em parte, na especificidade ao hospedeiro®!!. Além
disso, as SPI também sao reconhecidas por contribuirem
com a evolugdo gendmica por transferéncia horizontal
de genes em muitos patdgenos bacterianos. Evidéncias
indicam que elementos equivalentes em espécies nao
patogénicas, as ilhas gendmicas, sdo importantes na
evolucdo destas bactérias, influenciando tracos como
resisténcia a antibidticos, simbiose e adapta¢ao em geral'*.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 1 (SPI-1)

A ilha de patogenicidade 1 de Salmonella (SPI-1)
¢ uma regido de 40 Kb que forma uma insercao especifica
no cromossomo®. Os genes presentes nesta regiao
foram identificados originalmente em cepas mutantes
deficientes na invasdo da célula hospedeira. Diferente da
maioria das SPI, esta ndo esta associada com genes de
tRNA, uma das caracteristicas que definem uma SPI?.

A principal fun¢do dos genes codificados por
SPI-1 sdo de secregao do T3SS (Type-3 Secretory System).
Porém, nem todos os genes localizados neste locus estdo
necessariamente relacionados com o T3SS. O cluster
do gene sit, por exemplo, que codifica um sistema de
captura de ferro, também estd localizado em SPI-1.
Historicamente, a fun¢do SPI-1 esta associada a invasao
de células nao fagociticas, uma caracteristica de viruléncia
importante de S. enterica. O T3SS codificado pela SPI-1
forma um apéndice na superficie celular no formato de
uma agulha, o qual pode mediar a secrecdo de proteinas
de Salmonella extracelular diretamente no citosol das
células hospedeiras de eucariotos". Estas proteinas
chamadas de efetoras alteram as fun¢odes celulares do
eucarioto e auxiliam na infeccio, promovendo a invasiao
de células epiteliais ndo fagociticas e a iniciagdo da
resposta inflamatdria no intestino, além de estarem
envolvidas na sobrevivéncia e persisténcia da bactéria no
hospedeiro™.

Uma série de proteinas efetoras codificadas por
SPI-1 e genes adicionais fora de SPI-1 sao translocados
dessa mesma forma. Um subgrupo destas proteinas
efetoras modifica vias de transduc¢ao de sinais, resultando
na reorganizagdo temporal do citoesqueleto de actina
na célula hospedeira. As proteinas SptP, SopE e SopE2
interferem com a func¢éo de proteinas celulares de uma
familia de pequenas GTPases do hospedeiro (Cdc42,
Rac-1 e Rho) que regulam a formagédo de filamentos de
F-actina e a dindmica do citoesqueleto®.
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Estas proteinas efetoras foram associadas com
disrupcoes das tight junctions, sendo que SopB, SipA,
SopE e SopE2 funcionam como fatores de troca de
GTP, resultando na ativacdo de Cdc42 e levando a
formacao de filamentos de actina no sitio de translocagdo
destas proteinas efetoras”. A modificagao localizada
do citoesqueleto é seguida de mudancas dramaticas
na superficie da célula hospedeira que se aparentam
como ondulacdes na superficie da membrana. Como
consequéncia, células ndo fagociticas como as epiteliais,
internalizam grandes particulas como bactérias por meio
de macropinocitose’®. Foi demonstrado que a proteina
efetora SptP possui um efeito antagonista pela sua fungao
como fator ativador de GTPase. SptP pode mediar a
inativagdo de Cdc42 e Rac-1, resultando na terminagdo da
polimerizagao de actina e ondulamento da membrana®®.

A translocagdo de proteinas efetoras de SPI-1
dentro de macréfagos pode induzir a formagao rapida
de um processo apoptdtico. A proteina SipB codificada
pela SPI-1 esta envolvida na apoptose do macroéfago
pela ativagdo da caspase-1, a qual cliva a pro-IL-1B e
pro-IL-18, precursores de citocinas pro-inflamatdrias,
uma fungdo similar a IpaB de Shigella spp.". Isto resulta,
também, na liberagcdo de citocinas pré-inflamatérias
como IL-8.

Outra func¢do associada a SPI-1 é o controle
da captura de Salmonella por células dendriticas. Um
trabalho com mutantes em invC, gene que codifica uma
ATPase envolvida na geracao de energia para o T3SS,
mostrou que estas células foram capturadas com maior
eficiéncia emrelagdo a cepa selvagem, mostrando que SPI-
1 funcional controla o nimero de bactérias que adentram
as células dendriticas. Este controle, juntamente com a
modulagao de citocinas pro-inflamatdrias, sugere que a
fun¢do de modula¢io da resposta imune do hospedeiro é
uma fungao de grande importancia de SPI-1".

Ja o segundo subgrupo de proteinas efetoras
de SPI-1 esta relacionado com sintomas de diarreia. As
proteinas efetoras SopA, SopB e SopD translocadas pelo
sistema T3SS de SPI-1 sdo necessdrias para este fenétipo.
SopB é uma fosfatase de inositolfosfato, e sua atividade
enzimdtica resulta na ativaciao de canais de cloro e perda
de fluidos e eletrdlitos no lumen intestinal'®. As fun¢des
de SopA e SopD nio sido totalmente entendidas, mas
ambos efetores contribuem para o fendtipo diarréico no
modelo bovino de S. Dublin®.

As interagoes das proteinas codificadas por SPI-1
com o hospedeiro parecem variar muito conforme a cepa

e o modelo de estudo. Trabalhos com cepas mutantes
em diferentes modelos animais tém demonstrado
incongruéncias entre a fun¢do do T3SS codificado por
SPI-1, que se pensava ser exclusivamente de invasdo
celular. Por exemplo, no modelo galinaceo, estudos com
S. Enteriditis e S. Typhimurium com diferentes mutagdes
em SPI-1 demonstraram que as proteinas codificadas por
esta ilha tém um papel importante, mas ndo essencial na
invasdo tecidual®. Mutantes de SPI-1 nido impediram
a colonizagdo do ceco, sendo que, no figado e bago, a
invasdo foi dependente de ambas SPI-1 e SPI-2'*%. J4 com
S. Gallinarium, mutagdes em SPI-1 tiveram pouco efeito
na viruléncia e nenhuma alteracdo na sobrevivéncia
intracelular em macrdfagos. Apesar disso, a sinalizagdo
pré-inflamatoria e a infiltracao heterofila foi dependente
de SPI-1?.

No modelo porcino, foi demonstrado que a
invasdo de células epiteliais e a indu¢do da inflamac¢ao
no intestino sio dependentes de SPI-1, mas a invasao
nas tonsilas ¢ independente de SPI-1*2. Em células
fagociticas, S. Enteriditis e S. Typhimurium mutantes
em SPI-1 tiveram sua habilidade em invadir macroéfagos
drasticamente diminuida, com um aumento significativo
da expressdo de citocinas pro-inflamatoérias, mostrando
que SPI-1 é necessaria nao somente para invasio de
macrofagos, mas para supressao da expressdao prematura
de citocinas pro-inflamatérias®. Em modelo bovino,
mutantes em SPI-1 apresentaram uma patologia nas al¢as
ileais semelhantes a cepa selvagem apds a infecgdo com S.
Typhimurium?*. No modelo murino, o principal modelo
de estudo de salmonelose sistémica pela sua semelhanca
com a febre tiféide de humanos, foi demonstrado que
a contribuicdo de SPI-1 na patogenia estd relacionada
principalmente com a sobrevivéncia intracelular em
macrdfagos® e modulagao da resposta inflamatdria por
meio dos receptores eucariotos Nod1 e Nod2*.

Quanto a invasdo, a expressio de SPI-1 ¢é
importante em estagios iniciais da doenga, como a
invasdo de células do trato epitelial, mas parece nao
estar diretamente envolvida em estdgios mais tardios,
como invasio de macréfagos hemofagociticos”.
Interessantemente, foi demonstrado no modelo murino
que cepas mutantes em SPI-1 e SPI-2 foram capazes
de invadir e colonizar células de carcinoma de célon,
sugerindo que as proteinas codificadas por estas ilhas
de patogenicidade nao sdo essenciais para a colonizagdo
tumoral®. Outro estudo demonstrava que SPI-2 era
necessario para a colonizagdo tumoral®. Apesar de todas
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estas evidéncias, em um estudo utilizando um modelo
de epitélio intestinal organotipico 3D, foi demonstrado
que o T3SS codificado por SPI-1 nio é necessério para a
invasdo de células intestinais®.

Cepas mutantes de S. Typhimurium em SPII,
SPI2 e do flagelo foram capazes de invadir diferentes tipos
celulares intestinais, como enterocitos, células de Paneth
e células M, mostrando que a invasdo é um processo
ativo de Salmonella, independente de T3SS. Entretanto,
o T3SS de SPI-1 foi necessario para a replicacdo
intracelular bacteriana no modelo 3D*. Coletivamente,
estes dados sugerem que o T3SS ¢ dispensavel para a
invasdo, mas é requerido para o crescimento intracelular.
Estas diferencas na patogenia, juntamente com estudos
filogenéticos, que demonstram que genes presentes nas
ilhas de patogenicidade evoluiram diferencialmente em
funcao e estrutura e sugerem que outro papel importante
das SPI é determinar a especificidade ao hospedeiro das
diferentes cepas de Salmonella®.

A regulagao da expressao de SPI-1 é um processo
complexo, o qual ndo ¢ inteiramente entendido. Os
genes codificadores do T3SS de SPI-1 sdo estreitamente
regulados por uma rede de reguladores transcricionais
que respondem a sinais ambientais e intracelulares. Os
genes de SPI-1 sao reprimidos em Salmonella intracelular
e sdo expressos sob condi¢des impostas aos patdgenos
pelo microambiente do hospedeiro como o ambiente
intestinal. Tais condi¢des incluem niveis de oxigénio,
osmolaridade, fase de crescimento, pH, presenca de
acidos graxos volateis de cadeia curta’.

SPI-1 codifica alguns reguladores transcricionais.
HilA tem um papel de regulador principal no controle
da expressao de genes da SPI-1. Este regulador ativa
a expressao de genes que codificam o componente
estrutural do T3SS de SPI-1, ativando a também a
expressaio do fator transcricional tipo-AraC InvE
envolvido na regulacao da expressao de HilD e HilC
que interagem com uma sequéncia de DNA ajusante
do promotor de HilA, presumidamente bloqueando a
ligacdo de um repressor neste local, e InvF controla a
expressao de genes que codificam proteinas de substrato
para SPI-1*%

A regulagao de SPI-1 envolve cascata de ativagoes
transcricionais, nas quais HilD e HilC, HilA e InvF agem
sequencialmente para ativar genes T3SS. Inicialmente,
HilD e HilC ligam-se a diversos sitios dentro do
promotor de HilA e desreprimem a transcricao de HilA.
Entdo, HilA liga-se aos sitios de transcrigdao de invF e
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prgH, ativando sua expressao. Um regulador de captura
de ferro, Fur, modula a expressdo de hilD por meio de
sua ligagdo no BoxA, localizado ajusante do promotor
de hilD*. Isto reflete o fato de que muitos sinais, tanto
ambientais quanto intracelulares, afetam a expressao dos
genes de SPI-1, por meio da modificagao da atividade da
proteina HilD. Esta cascata resulta na expressao de genes
que codificam componentes do T3SS.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 2 (SPI-2)

Esta ilha de patogenicidade tem func¢ao essencial
para a patogénese de Salmonella. O locus SPI-2 possui
40 Kb e esta associado com o gene de tRNA vallV. No
mesmo local, uma inser¢io de 9 Kb sem fungio de
viruléncia foi detectado em E.coli K-12*. SPI-2 possui
uma estrutura de mosaico de pelo menos dois elementos
genéticos. Uma por¢ao de 25 Kb codifica o T3SS e tem um
contetido de G+C de 43%. Outra por¢ao de 15 Kb mostra
uma composi¢cdo de G+C similar ao core genomico, e
genes desta por¢do nao sdo necessarios a fungao de T3SS.

SP-2 esta ligada a habilidade de Salmonella
em sobreviver nas células fagociticas e replicar-se
dentro de vesiculas nas células eucaridticas. A SPI-2
foi descoberta por meio do estudo de cepas mutantes
que ndo conseguiam proliferar sistematicamente em
camundongos infectados®, assim como por meio da
triagem de regides especificas no genoma de Salmonella™.
Cepas mutantes deficientes no T3SS que codifica SPI-
2 sdo altamente atenuadas na sua viruléncia® e o uso
destas cepas como vacina contra a febre tiféide tém sido
avaliada.

Existem varios fenotipos celulares relacionados
a SPI-2. A func¢do de T3SS codificada por SPI-2 ¢
necessaria para a prote¢do do patégeno nas vesiculas
que contém Salmonella (SCV) contra os mecanismos da
imunidade inata. Estudos tém mostrado que a funcao de
SPI-2 previne a co-localizagdo da oxidase fagocitica® e
da sintese de 6xido nitrico®* dentro da SCV. Ambas as
fungdes podem estar relacionadas com a modificagao
no tréafico da célula hospedeira®. Como consequéncia, a
Salmonella intracelular fica protegida de intermedidrios
de nitrogénio e oxigénio reativos e contra a atividade
antimicrobiana do peroxinitrito, o qual é gerado por
reagoes de intermedidrios de nitrogénio e oxigénio
reativos. Estes mecanismos de defesa representam
uma adaptacdo especifica ao ambiente intracelular,
especialmente dentro de células fagociticas.
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Assim como no caso de SPI-1, o modelo animal
estudado mostra diferengas importantes na funcdo de
SPI-2. Em camundongos, a viruléncia de S. Enteritidis
é exclusivamente dependente de SPI-2. Por meio de
estudos com cepas mutantes, foi demonstrado que
mutantes de SPI-2 ndo sdo capazes de replicar-se em
macrofagos®”, modulam a intensidade da inflamagao
tecidual juntamente com SPI-1* e causam deplecdo
de células NK no bago e no sangue®. Ja em bovinos e
galindaceos, mutantes em diferentes locus de SPI-2
causaram a atenuacdo da viruléncia de Salmonella*.

A expressao dos genes T3SS de SPI-2 é induzida
em Salmonella intracelular e a expressio é controlada
positivamente pelo sistema de dois componentes
SsrAB* e negativamente pela interacio EIAN"-SsrB,
que controla os niveis basais de expressio de SPI-2%.
A proteina efetora SifA, codificada por um locus fora
de SPI-2, é translocada pelo T3SS codificado em SPI-2,
e esta proteina é necessaria para manter a integridade
da membrana fagocitica da SCV durante a proliferagdo
intracelular. Diversas proteinas codificadas em SPI-2 sao
secretadas e translocadas nas células hospedeiras*. Para
a SpiC, codificada por SPI-2, foi demonstrada fun¢des
de translocacdo e interferéncia no trafico intracelular”.
Entretanto, também ha evidéncia de que SpiC é um
componente funcional do T3SSY.

O locus SPI-2 é estavel e parece ser conservado
entre varios sorovares de S. Enterica. A SPI-1 esta
presente em S. Enterica assim como em S. bongori,
enquanto a SPI-2 foi somente detectada em S. Enterica,
sugerindo uma recente aquisicao®?**. A aquisi¢ao de SPI-
2 é considerada um passo evoluciondrio em direcdo a
colonizagao sistémica de hospedeiros de sangue quente.
Uma caracteristica comum de ambas, SPI-1 e SPI-2, ¢
que somente um subgrupo de proteinas efetoras que
sao translocadas ¢ codificado por genes dentro da ilha
de patogenicidade. De fato, a maioria dos efetores ¢
codificada em loci distintos espalhados por meio do
cromossomo™.

Muitos destes loci estdo associados com genes
de bacteridfagos. Tanto SPI-1 quanto SPI-2 evoluiram
em regides estaveis do genoma de Salmonella, e estes loci
codificam um T3SS e um pequeno nimero de proteinas
efetoras. A maior parte das proteinas efetoras é codificada
por genes localizados fora de SPI-1 e SPI-2. A associagao
frequente de loci efetores com bacteridfagos indica que
estes genes efetores codificam um pool de fatores de
viruléncia altamente dindmico e mével*. A combinagido

de genes efetores em diferentes sorovares de Salmonella
spp. pode contribuir para a especificidade ao hospedeiro
dos varios sorotipos assim como para o desenvolvimento
da doenga*..

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 3 (SPI-3)

A organizagdo genética e funcional de SPI-3 é
diferente de SPI-1 e SPI-2. Esta SPI estd inserida no gene
de tRNA SelC, um locus que serve de local de inser¢ao
de SPI em cepas de E. coli patogénicas. Este locus possui
cercade 17 Kb, com uma composi¢io de bases semelhante
ao core gendmico'. Dois fragmentos de elementos de
insercao estdo localizados na regido central de SPI-3, e o
conteudo de G+C de genes dentro deste locus é variado.
Além disso, SPI-3 mostra uma estrutura heterogénea nas
diferentes subespécies de Salmonella'.

O principal fator de viruléncia codificado por
SPI-3 é um sistema de transporte de alta afinidade com
Magnésio (MgtCB), o qual é importante para o fendtipo
de Salmonella intracelular. Para a replicagdo intracelular,
a bactéria precisa adaptar-se ao ambiente microbicida
e pobre em nutrientes do fagossomo, o qual é limitado
em purinas, pirimidinas, alguns aminoacidos e Mg*".
Um numero grande de vias metabdlicas e sistemas de
transporte é necessario para a adaptacio a este ambiente*.

Cepas mutantes deficientes no sistema MgtCB
sdo incapazes de proliferacdo intracelular e viruléncia
sistémica. Os sistemas MgtB e MgtC estdao localizados
na membrana citoplasmatica. Enquanto MgtB ¢ um
transportador de Magnésio®, a fungdo de MgtC ainda
ndo ¢ clara. Outro suposto fator de viruléncia é o gene
misL, que codifica um suposto T5SS com similaridade ao
VirG de Shigella flexneri e a adesina AIDA-1 de EPEC".
O papel de misL e outros genes codificados dentro da
SPI-3 ainda nao foi elucidado, tendo sido sugerido que
diferencas genomicas e funcionais entre SPI-3 entre
sorovares podem ter implicagdes na especificidade de
fungdes no hospedeiro*.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 4 (SPI1-4) <2>
A SPI-4 foi inicialmente identificada usando
uma abordagem para procurar segmentos de DNA que
estavam presentes em Salmonella Typhimurium, mas
ausentes em E. coli K-12 e poderiam constituir SPI**. SPI-
4 ¢ uma insercao de 27 Kb e esta localizada adjacente ao
gene ssb tRNA-like*. Como SPI-3, SPI-4 possui estrutura
em mosaico. As fases de leitura aberta (ORE open
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reading frame) possuem baixo conteuido G+C quando
comparado ao cromossomo de Salmonella, enquanto as
regioes intergénicas possuem alto conteiado G+C*.

O papel de SPI-4 na viruléncia de Salmonella
ainda ndo foi completamente esclarecido, mas muitos
fatores de viruléncia estdo presentes, como o T1SS e ORFs
similares a toxinas RTX*. Genes da SPI-4 sdo necessarios
para a fase intestinal da doenca pela codificaciao de
adesinas nao fimbriais®. SPI-4 codifica um T1SS para a
adesina ndo fimbrial SiiE, que media o contato intimo da
bactéria com os microvilosidades da membrana apical.
SiiE é necessaria para adesio da Salmonella as células
epiteliais polarizadas''.

O estabelecimento de contato préximo é um
pré-requisito para subsequente invasio mediada pela
translocacio de proteinas efetoras comandada pelo T3SS
codificado pela SPI-1¥. A adesdo as células epiteliais
mediada por SPI-4 pode ser um requerimento funcional
para a subsequente translocacdo de proteinas efetoras
mediada por SPI-1, resultando em inflamacio e respostas
inflamatdrias''. Sem a adesdo mediada pela secrecio de
SiiE, Salmonella é quase incapaz de ativar a remodelacio
do citoesqueleto celular mediada pela SPI-1 levando a
absorgao do patégeno'’.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 5 (SPI-5)

SPI-5 é um pequeno locus de 7,6 Kb que esta
inserido adjacente ao tRNA serT. SPI-5 codifica proteinas
efetoras para os T3SS codificados por SPI-1 e SPI-2.
SopB ¢ translocado pelo T3SS codificado pela SPI-1 e
a expressdo de sopB é controlada por HilA, o regulador
de transcrigdo central de SPI-1%°. SopB ¢ uma inositol
fosfatase cuja atividade produz 1,4,5,6-tetraquifosfato
inositol, uma molécula sinalizadora que promove a
secrecdo de cloreto, associada ao influxo de fluido e
aos sintomas de diarreia*. Em contraste, PipB é um
efetor translocado pelo T3SS codificado por SPI-2 sob o
controle do sistema SsrAB*.

SPI-5 possui estrutura de mosaico. O gene
sopB esta presente em Salmonella bongori e em todas as
subespécies de Salmonella enterica. Ainda existe uma
diferenca na composicio basica de diferentes por¢oes de
SPI-5, suportando a hipdtese de aquisicao independente
de dois elementos no tRNA serT*. Como observado
para outras proteinas efetoras, a presenca de genes
codificando proteinas efetoras se correlaciona com a
presenca de SPI codificando T3SS cognatos®. SPI-5
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parece estar associada com enteropatogénese: mutagdes
em Salmonella Dublin pipD (proteina codificada pela
SPI), sopB (proteina exterior de Salmonella), pipB ou pipA
tem efeito minimo nas infec¢des sistémicas em ratos,
mas mostra marcadas respostas secretdrias em modelos
bovinos*. Em contraste, PipB é o efetor translocado pelo
T3SS codificado pela SPI-2 sob o controle do sistema
SsrAB*.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 6 (SPI-6) ou
Salmonella Chromosomal Island (SCI)

Um locus de 59 Kb no genoma do sorovar
Typhi foi chamado SPI-6 e subsequentemente SCI para
o sorovar Typhimurium. SPI-6 esta inserida adjacente
ao gene aspV tRNA e contém o gene saf para fimbrias,
pagN que codifica uma invasina e muitos genes de fungao
desconhecida®. O locus SCI foi detectado em Salmonella
enterica subespécie I, e a presenga de por¢des de SCI no
locus aspV tRNA de isolados das subespécies IIIb, IV e
VII foi tomada como uma indica¢do para a estrutura em
mosaico desta SPI. Existe uma sintonia parcial entre SPI-
6 e a PAI OI#7 de E. coli enteroemorragica, que também
esta associada ao gene aspV tRNA. Outros homdlogos de
SPI-6 foram identificados nas sequéncia gendmicas de
Pseudomonas aeruginosa e Yersinia pestis, mas a fungao
destes homologos nestes patogenos nao ¢ conhecida®.
Apesar de SPI-6 codificar muitos genes de viruléncia, o
papel dessa ilha de Salmonella em animais ainda nio foi
elucidado®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 7 (SPI-7) ou
Major Pathogenicity Island (MPI)

SPI-7 possui 133 Kb de tamanho e esta inserida
adjacente ao tRNA pheu®. SPI-7 é um locus especifico
para os sorovares Typhi, Dublin e Paratyphi C* e sua
estrutura em forma de mosaico compreende regides
implicadas na viruléncia®. Um importante fator de
viruléncia codificado pela SPI-7 é o antigeno Vi, um
exopolissacarideo capsular. O fago sopE que codifica a
proteina efetora SopE do T3SS-SPI1 estd presente em
SPI7. Outro fator de viruléncia é o pilus IVB codificado
pelo grupo de genes pil*.

A organiza¢ao gendmica de SPI-7 ¢ bastante
complexa e indica que este locus é composto de diferentes
elementos adquiridos horizontalmente. A presenca
dos genes pil, tra e sam indica que SPI-7 se originou de
um plasmideo conjugativo ou transposon conjugativo.
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Pickard et al.* demonstraram que uma por¢do de SPI-
7 esta presente em outras bactérias como Pseudomonas
aeruginosa SG17M. Além disso, a perda do fendtipo
capsular Vi pode ser observada em isolados do sorovar
Typhi, sugerindo instabilidade do locus SPI-7, o qual
ndo estd presente nos sorotipos que causam diarreia
inflamatdria®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 8 (SPI-8)

Esta ilha foi identificada durante o
sequenciamento do genoma do sorovar Typhi CT18
e é um segmento de DNA com 6,8 Kb*. O locus esta
localizado adjacente ao gene pheV tRNA e os fatores
de viruléncia sdo bacteriocinas. A presenca de um gene
codificando uma integrase indica a mobilidade deste
elemento®. SPI8 parece ser especifica para o sorovar
Typhi, mas sua distribui¢do ainda néo foi investigada em
detalhes®.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 9 (SPI-9)

SPI-9 possui organizagdo similar a SPI-4 e codifica
quatro genes, trés deles homologos aqueles requeridos
para o T1SS*. Os fatores de viruléncia codificados pelo
SPI-9 sao um TI1SS e uma grande proteina RTX-like*.
Este locus também estd presente no cromossomo do
sorovar Typhimurium. Partes de SPI-9 e do genoma
bacteriofago adjacente também estio presentes em
sequéncias gendmicas incompletas de outros sorovares
e de Salmonella bongori, indicando uma distribuigdo
conservada desta ilha*.

Ilha de patogenicidade da Salmonella - 10 (SPI-10)

SPI-10 é uma grande inser¢io de 32,8 Kb
localizada no tRNA leuX. Os fatores de viruléncia
codificados por SPI-10 sdo fimbrias Sef**. A distribuicao
das fimbrias Sef é restrita a um subconjunto de sorovares,
como Typhi e Enteritidis, e é considerada como um fator
que determina a especificidade ao hospedeiro®.

Ilha genomica de Salmonella -1 (SGI-1)

O surgimento de cepas resistentes atualmente
¢ um grande problema associado com as infec¢des por
Salmonella. A caracterizacdo dos fatores de resisténcia
desses isolados levou a identificagdo de uma ilha
gendmica em cepas multirresistentes de Salmonella
enterica sorovares Typhimurium DT 104, Paratyphi B

e Agona®. Esse locus chamado de ilha gendmica 1 da
Salmonella (SGI-1) é uma ilha genomica de 43 Kb que
tem 44 ORE, muitas com homologias a genes conhecidos
e outros com funcdes desconhecidas.

Os genes de resisténcia a antibidticos estdo
localizados em um segmento de 13 Kb da SGI-1*.
Na SGI-1, genes que conferem o fendtipo de penta-
resisténcia (i.e., resisténcia a tetraciclina, ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina e sulfonamidas) estdo
localizados na regido de resisténcia a multidrogas,
composta por dois integrons. Além disso, um retrofago
oculto foi identificado em SGI-1. Em contraste a
resisténcia a antibidticos adquirida por plasmideos, a
SGI-1 cromossomal parece ser estavel na auséncia de
pressdo seletiva®.

A presengade SGI-1em Salmonella Typhimurium
DT104 pode ser associada com o surgimento mundial e
epidémico de cepas multirresistentes. Genes associados
com a mobilidade de DNA, como transposases, integrases
e excisionases, com sequéncias similares a genes
transposon foram detectados na SGI-1. Variantes da SGI-
1 foram identificados em outros sorovares nas mesmas
localizagdes cromossdmicas, indicando transferéncia
horizontal e recombinacéo sitio-especifica®.

Independente da origem de SGI-1, o possivel
mecanismo para criacdo das variagdes na resisténcia é
por recombina¢ao homologa entre segmentos idénticos
de DNA®. O gene floR (responsavel pela resisténcia
a cloranfenicol/florfenicol) é relacionado ao gene de
resisténcia ao cloranfenicol (cmlA) conhecido por estar
localizado em um plasmideo conjugativo de Pseudomonas
aeruginosa. Além disso, esse gene contém um conteudo
diferente de G+C do que aquele no cromossomo de
Salmonella, indicando que eles podem ter sido adquiridos
horizontalmente™.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste artigo de revisao, destacamos os principais
avangos no conhecimento das ilhas de patogenicidade
das salmonelas (SPI) nos dltimos vinte anos. A analise
criteriosa dos dados disponiveis sugere que as SPI sdo
requeridas, individualmente ou de forma sinérgica,
para a colonizagdo de o6rgaos humanos e animais,
por apresentarem importantes fatores de viruléncia
na patogénese da doenga. Nao ha consenso sobre o
real papel ou a forma exata da participa¢ao das ilhas
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de patogenicidade na patogénese das infec¢des por
Salmonella spp. Estudos adicionais devem ser realizados
com os antigenos das SPI, com o intuito de testar a sua
capacidade de conferir prote¢io em modelo animal, no
diagndstico e como alvos para epidemiologia molecular
durante a investigacao de surtos.
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RESUMO

O género Mycobacterium contempla espécies do complexo M. tuberculosis e as denominadas micobactérias
ndo tuberculosas (MNT). As micobactérias, quando em contato com o homem e alguns animais, podem
causar doencgas por meio de quebra da barreira do hospedeiro. Em virtude de sua natureza ambiental e
muitas vezes oportunista, as micobactérias de crescimento rapido podem causar infec¢oes nosocomiais,
e com maior frequéncia pela espécie Mycobacterium abscessus. O M. abscessus causa diversos tipos de
infecgdes teciduais e é altamente resistente a maioria dos quimioterdpicos. Foi realizada uma revisdo da
literatura sobre os surtos de ocorréncia nacional e internacional, com o objetivo de averiguar as principais
causas que facilitaram a sua proliferacdo. Em 28 publicagdes, foram descritas as caracteristicas das MNT
e 15 trabalhos foram referentes ao relato de surtos, dos quais trés nacionais associados aos procedimentos
clinicos invasivos e 12 internacionais, correlacionados aos procedimentos médicos nao invasivos. Todos
os artigos relataram a frequente ocorréncia de praticas inadequadas de limpeza, de procedimentos e
de desinfec¢do. Estes fatos mostram a necessidade de sistema de qualidade mais eficiente e de estudos
adicionais sobre a natureza do agente patogénico para tomada de medidas profilaticas mais efetivas.
Palavras-chave. micobactéria de crescimento rapido, Mycobacterium abscessus, surtos.

ABSTRACT

Mycobacterium genus comprises the species of the M. tuberculosis complex and those called as
nontuberculous mycobacteria (NTM). When humans and some animals come into contact with
mycobacteria, these microorganisms might cause severe pathogenic infections by breaking the host
barrier. Due to their environmental nature and frequently as opportunistic infection, the rapid growing
mycobacteria have been related to nosocomial infections, and M. abscessus has been one of the mostly
frequent species. This microorganism may cause many types of tissue infections and it has been highly
resistant to the majority of chemotherapeutic agents. A literature review on international and national
outbreaks caused by this pathogen was performed to search the foremost causes which facilitate its
proliferation. Twenty-eight publications described the NTM characteristics. The NTM outbreaks were
reported in 15 articles, being three of them national studies which were related to invasive medical
procedures, and 12 were international investigations linked to noninvasive procedures. All of the papers
reported the occurrence of inadequate cleaning practices and disinfection procedures, indicating that a
highly efficient quality system are needed, and also the further studies on the pathogen nature for carrying
on the more effective preventive measures.

Keywords. rapid growing mycobacteria, Mycobacterium abscessus, outbreaks.
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INTRODUCAO

O género Mycobacterium contempla espécies
do complexo M. tuberculosis e as denominadas
Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT). Este ultimo
grupo ¢ constituido por micro-organismos saprofitos
presentes no solo, dgua e poeira e sdo capazes de
sobreviver a condi¢bes extremas de nutrientes, pH e
temperatura pela formagdo de biofilmes'.

As MNTs podem ser classificadas de acordo
com o tempo de crescimento em Micobactérias de
Crescimento Lento (MCL), que formam col6nias visiveis
em meio solido apds sete dias e em Micobactérias de
Crescimento Rapido (MCR), que apresentam coldnias
visiveis em meio solido de trés a sete dias’.

As micobactérias, quando em contato com
o homem e alguns animais, podem causar doencas
(micobacterioses) de significante  patogenicidade.
Geralmente, as micobacterioses ocorrem em hospedeiros
comalteracdesnadefesaimune. Essasalteragoes podem ser
danos a barreira da mucosa ou pele, doengas pulmonares
de base ou imunossupressiao causada pelo HIV, cancer ou
drogas utilizadas em diversos tratamentos*®”.

Essesorganismos normalmente causamdoengade
pele, linfadenite, doenca pulmonar e doenca disseminada
em individuos gravemente imunocomprometidos®®’.
O sucesso do tratamento das micobacterioses causadas
por MCRs depende da identificagdo da espécie, pois
estas possuem diferentes padroes de suscetibilidade aos
antimicrobianos. As MCRs sdo naturalmente resistentes
aos farmacos convencionais para o tratamento da
tuberculose (isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida), incluindo tetraciclinas, fluoroquinolonas
e sulfonamidas e testes de sensibilidade a farmacos in
vitro podem nao refletir completamente seus efeitos in
vivo, que depende do sitio ou local da infec¢do e condicao
ou vulnerabilidade imunolégica do hospedeiro®.

Mycobacterium abscessus

M. abscessus ¢ uma MCR acromodgena e apresenta
colonias com morfologia rugosa a lisa'’. Historicamente,
era considerada como subespécie de M. chelonae ou ainda
considerada parte do complexo Mycobacterium fortuitum.
Desde 1993, é possivel distinguir essa espécie por meio da
reacao em cadeia da polimerase (PCR) seguida de restrigao
enzimatica do gene hsp65, com sequéncias conservadas
entre as espécies'’. Recentemente, M. abscessus foi dividida

emtréssubespécies: M. abscessussensustricto, M. massiliense
e M. bolletii*'*". Entretanto, Ledo e col.", pela técnica de
homologia DNA-DNA, verificaram que M. massiliense
e M. bolletii sao geneticamente idénticas, sugerindo a
juncdo das espécies em uma subespécie, M. abscessus
subespécie bolletii. Atualmente, esta espécie é dividida em
duas subspécies: M. abscessus subespécie abscessus e M.
abscessus subespécie bolletii*'*. Este grupo causa diversos
tipos de infeccdes teciduais, sendo as infec¢des cuténeas e
infec¢cdes pulmonares as mais comuns, principalmente em
criangas, pacientes imunocomprometidos e pacientes com
doengcas pulmonares cronicas**>%,

M. abscessus é muito resistente, tanto in vivo
como in vitro, a maioria dos agentes quimioterapicos. No
tratamento das infec¢des causadas por este patdgeno, é
necessaria a remocdo do tecido lesionado, necrosado e
também a remocéo de corpos estranhos como proteses de
silicone e outros materiais. Em pacientes com infec¢des
pulmonares, as cirurgias podem ter papel importante
na cura, se for possivel realiza-las®. Esta espécie é
naturalmente sensivel a claritromicina, azitromicina
e amicacina, sendo esta ultima a mais importante no
tratamento, devendo ser combinada com a administracao
de outros farmacos’. Pode ocorrer, raramente, resisténcia
aclaritromicina, especialmente em casos de monoterapia®.

Tendo em vista a viruléncia e patogenicidade
do M. abscessus e sua alta resisténcia a agentes
antimicrobianos, como antibioticos e desinfetantes,
o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao de
literatura e descri¢do sobre os surtos internacionais e
nacionais causados por M. abscessus para identificar as
principais causas que facilitaram a sua proliferacao.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisao bibliografica de
publicagdes nacionais e internacionais sobre o tema
deste trabalho por meio de cruzamento de descritores
previamente selecionados: Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium  abscessus e surto (“outbreak”),
Mycobacteriumabscessusecaracteristicasmicrobiologicas,
Mycobacterium abscessus e nomenclatura. Em virtude da
mudanca de taxonomia ao longo do tempo, os descritores
Mycobacterium massiliense e Mycobacterium bolletiiforam
pesquisados e observou-se que os resultados obtidos com
estes descritores estavam incluidos quando a pesquisa foi
realizada com o descritor Mycobacterium abscessus. Esta
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verificagdo foi necessaria para que fosse evitada a perda
de artigos que relatassem surtos com a nomenclatura
anterior. Foram consultadas as bases informativas
PubMed e Google Académico, nao utilizando qualquer
tipo de filtro para determinagao do periodo. Os artigos
foram inicialmente selecionados pelos titulos e resumos
e somente os artigos com as descri¢des dos surtos e
identificagdo dos agentes foram selecionados.

Os artigos que relataram a ocorréncia de surtos
devido a M. abscessus e aqueles que apresentaram as
caracteristicas clinicas e microbioldgicas desta espécie
foram lidos na integra para obten¢do das seguintes
informacgdes: sitio de infec¢do, procedimentos realizados,
equipamentos utilizados, técnicas empregadas na
identificacdo e possivel fonte de infeccéo.

RESULTADOS

A revisaio bibliografica utilizou as bases
informativas PubMed  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/) e Google Académico (http://scholar.google.
com.br/), obtendo 44 artigos. Apds a leitura de cada
artigo, as informagoes foram tabuladas de acordo com as
caracteristicas comuns entre os relatos de surtos (Tabela 1).

Surtos Internacionais
Surtos pos-injecoes

Villanueva et al.* reportaram um surto causado
por M. abscessus pds-injecao na cidade de Barranquilla,
Colémbia. Um médico que praticava medicina alternativa
notou que seus pacientes apresentavam lesdes nodulares
e abscessos cutaneos pos-injegio subcutanea ou
intramuscular de lidocaina 2% e outros analgésicos. As
lesoes foram diagnosticadas com presenca de MCR. Foi

Tabela 1. Comparagio entre os artigos com descrigdo de surtos de M. abscessus, mostrando as principais caracteristicas dos surtos

Autor Sitio de infec¢io  Procedimento Equipamentos Técnicas de identificagio Fonte de infec¢io
Internacionais
Wenger et al.” Pé Podologia Nio se aplica Bioquimico Agua destilada
. Broncoscopia e Endoscoépios e lavadora .
Maloney et al.* Tecido . L Bioquimico Agua
gastroendoscopia automatica
. . . . TSA Agua de torneira
Villanueva et al.?! Tecido mole Injegao Seringa
PFGE sabonete
. . s . Cromatografia e
Galil et al.”? Tecido mole Injegao Seringa O ECA
fluorescéncia
Zhibang et al.”? Tecido mole Injecao Seringa Bioquimicos Penicilina
o Tecido mole e o . .
Tiwari et al.** . ) Injegao Seringa Cultura Cloreto benzalconio
articulacoes
. agulhas, bolsas de agua  Cultura, bioquimico e
Song et al.”’ Tecido mole Acupuntura Agulha
quente, toalhas, camas molecular
Toy e Frank” tecido mole Injegao Seringa BAAR e molecular Hyacell
X . . ~ . BAAR e microscopia . X
Furuya et al. tecido mole Abdominoplastia Nao descrito Nao descrito
fluorescente
Yuan et al.” tecido mole Injegao Seringa BAAR, bioquimicos Solugao fisiologica
. . Equipamentos de . . .
Nakanaga et al.* tecido mole Limpeza i Bioquimico e molecular Nao identificado
impeza
Koh et al.? tecido mole Acupuntura Agulhas Cultura Glutaraldeido a 2%
Nacionais
. . . Laparoscopia e Equipamento de video- . i
Viana-Niero et al.*® tecido mole ; . . Bioquimico e molecular Glutaraldeido a 2%
mesoterapia cirurgia
. . . Equipamento de video- L ,
Cardoso et al.** tecido mole artroscopia e laparoscopia = | Bioquimico e molecular Glutaraldeido a 2%
cirurgia
. colecistectomia e video- ~ Equipamento de video- o )
Duarte et al.' tecido mole . . . Bioquimico e molecular Glutaraldeido a 2%
assistidos cirurgia
. . . . Equipamento de video- ,
Ledo et al." tecido mole artroscopia e laparoscopia Molecular Glutaraldeido a 2%

cirurgia
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verificado que, no periodo do surto (novembro de 1992 a
margo de 1993), 2.000 pacientes haviam recebido injegdes,
dentre os quais 350 apresentavam lesdes semelhantes.
Foram coletadas amostras de seringas usadas, do chao,
de varios utensilios de pia, da pia e da 4gua de torneira do
escritério médico, sendo todas culturas negativas. Apesar
de as culturas de amostras do escritério ndo apresentarem
crescimento, os investigadores sugeriram que a agua da
torneira e o sabonete, usados na limpeza das seringas
reutilizaveis, poderiam ter sido fontes de contaminagéo
e transmissdo da infeccdo.

Galil et al.? reportaram um surto causado por M.
abscessus associado ao uso de produto injetavel contendo
extrato de cortex adrenal (ECA), utilizado na medicina
alternativa para tratamento da doenca de Addison.
Foram identificadas 140 pessoas, pelas autoridades de
vigilancia de alguns estados dos Estados Unidos, que
receberam inje¢do contendo ECA no periodo de janeiro
de 1995 a agosto de 1996, 87 apresentaram abscessos nos
locais de aplicagdo das injegdes. As culturas de amostras
clinicas e de sete frascos do produto (seis fechados)
apresentaram cultura positiva para M. abscessus. A
analise por PFGE e o teste de sensibilidade mostraram
perfil idéntico entre os isolados clinicos e os isolados de
ECA. A produgido deste produto e a utilizacao de agua
destilada foram as provaveis fontes de contaminagdo. A
empresa responsavel pela produgdo de ECA niao tinha
permissdo legal e rotulava os frascos com nomes de
empresas farmacéuticas nao existentes.

Zhibang et al.” reportaram um surto causado por
M. chelonae subsp. abscessus pos-inje¢ao de penicilina
entre janeiro de 1997 a julho de 1998 na China. De 850
pacientes que haviam recebido injeg¢des de penicilina,
86 apresentaram infeccbes nos locais das aplicagdes.
Os testes bioquimicos identificaram todas as amostras
clinicas, uma amostra de penicilina e uma amostra do
chao como M. chelonae subsp. abscessus. Os isolados
clinicos apresentavam o mesmo perfil que o isolado de
penicilina e do chdo quando comparados os perfis de
proteinas e de plasmideos. Os autores relataram que a
fonte do surto foi confirmada ao observarem que o local
de armazenamento das drogas era umido e os pacotes
dos frascos estavam danificados, consequentemente
contaminando os mesmos.

Tiwari et al.* relataram um surto causado por M.
abscessus devido a contaminag¢do do desinfetante cloreto
de benzalconio, no Estado do Texas, Estados Unidos. Em
julho de 1999, um médico reportou infec¢des articulares

e de tecido mole causadas por M. chelonae/ M. abscessus
em seis pacientes. Estes pacientes frequentavam a
mesma clinica para tratamento de artralgia, artrite ou
espordes do calcdneo por injecdo de esterdides intra
ou periarticular. Amostras de spray de cloreto de etila,
do cloridrato de lidocaina, do cloreto de benzalconio
nao diluido e diluido, das preparagdes de iodo, de dgua
destilada usada para a dilui¢ao do cloreto de benzalconio
e da dgua de torneira das salas foram coletadas. Foram
encontrados 58 pacientes submetidos a injegoes, dos
quais 10 apresentaram cultura positiva para M. abscessus.
Quatro amostras ambientais foram positivas para M.
abscessus, sendo ligadas aos preparativos do cloreto de
benzalconio. Em cada sala de procedimento, pelo menos
uma amostra revelou cultura positiva. A confirmag¢ao do
surto foi determinada pelo perfilidéntico das dezamostras
clinicas e das quatro amostras ambientais pela técnica
RAPD-PCR. A fonte do surto néo foi determinada, ja que
amostras da agua destilada e do cloreto de benzalconio
concentrado apresentaram cultura negativa.

Toy e Frank® reportaram a ocorréncia de um
surto causado por M. abscessus ap6s aplicagdo de botox
na cidade de Nova York, Estados Unidos. Os autores
relatam que, em 30 de junho de 2002, o Departamento da
Saude da cidade de Nova York emitiu um alerta sobre um
grupo genético de infec¢des por M. abscessus pds-inje¢io
com finalidade cosmética. Os casos envolvidos eram de
mulheres hispanicas, com idade entre 31 a 65 anos, que
haviam feito o procedimento com uma mesma médica
venezuelana. O primeiro caso envolveu uma mulher
mexicana de 41 anos, que apresentou multiplos nédulos
doloridos ao redor das bochechas e mandibula. A cultura
para micobactérias identificou M. abscessus, sensivel a
claritromicina. Um agente tecidual chamado Hyacell, um
acido hialurénico, foi confiscado e possivelmente trazido
ilegalmente da Venezuela. O Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), Estados Unidos, concluiu que
esta foi a substancia envolvida no surto. O produto era
descrito como contendo 4cido hialurdnico, zinco, selénio,
vanadio e um inespecifico extrato embrionario.

Yuan et al* reportaram a investigagdo em
clinicas rurais na provincia de Guangdong, China, com
ocorréncia de aumento de abscessos formados pds-
injecdo de medicamentos em junho de 2006. O teste
BAAR foi positivo para quatro de cinco bidpsias de
abscessos e foi realizada uma revisao dos prontuérios dos
pacientes, revelando que estes pacientes haviam recebido
injegdes de Cefradina, Ribavirina, Ribostamicina e
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Dexametasona. Foram identificados 35 casos de 184
pacientes, todosde uma tinicaclinica, que haviam recebido
inje¢oes intramusculares. Os agentes isolados foram
identificados como M. abscessus resistente a Isoniazida,
Rifampicina, acido p-aminossalicilico, Levofloxacina e
Capreomicina. Dentre as amostras ambientais coletadas,
somente a amostra de dgua de abastecimento revelou
M. abscessus, sendo que nunca foi tratada com cloro
ou outro desinfetante. Em junho de 2006, a enfermeira
responsavel pelas injecdes, passou a usar garrafas de
dose multipla (100 mL) de solugao fisioldgica para diluir
as drogas Cefradina e Ribostamicina. Rotineiramente,
deixava uma agulha de calibre 16 inserida no septo do
frasco e, ao preparar uma injegdo, retirava a seringa,
colocava-a sobre a mesa e anexava uma segunda seringa
para retirar a quantidade que necessitava de solucio
fisioldgica. Esta segunda seringa também era usada
para aspirar o farmaco e aplicar no paciente. Os autores
concluiram que o surto causado por M. abscessus ocorreu
devido a uma pratica de injegao de risco, especificamente
a reutilizagdo de seringas do frasco de dose multipla
de solugdo fisioldgica, resultando na contaminagao de
preparagdes de drogas.

Surtos relacionados com acupuntura

Song et al.”’ reportaram um surto causado por
M. abscessus associado a acupuntura em uma clinica na
Coréia do Sul. De agosto a novembro de 2001, 40 casos
foram identificados pelo médico da clinica, que notou
lesdes nodulares nos locais de aplicacio de acupuntura
em diversos pacientes. Os isolados clinicos foram
identificados como M. abscessus, entretanto, as amostras
ambientais coletadas foram negativas para micobactérias,
mas positivas para outros patdgenos. A explicacao dada
para as culturas negativas das amostras ambientais foi
a mudanca de esterilizagdo dos materiais utilizados,
sugerindo que estes eram possivelmente a fonte do surto.
Os autores concluiram que a contaminagdo dos pacientes
pode ter sido pelas agulhas no processo da acupuntura.

Koh et al.?® relataram um surto causado por M.
abscessus na Republica da Coréia em 2008. Os aparelhos
utilizados durante as sessdes de acupuntura em uma
clinica eram desinfetados em submersao com uma solu¢ao
diluida de glutaraldeido, preparada com agua de torneira,
durante a noite toda. Na manha seguinte, esta solugdo
era descartada. De todos os pacientes informados, 109
desenvolveram lesdes de pele compativeis com infec¢ao
por M. abscessus nos locais de aplicagdo de acupuntura,
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mas somente 31 tiveram isolamento do agente. Das
amostras ambientais coletadas, M. abscessus foi isolado de
nove, sendo elas da solugao de glutaraldeido, eletrodos,
macas, pia e de um pote de agua encontrado nas salas de
aplicagdes. Os isolados apresentaram perfil molecular
idéntico pela técnica de PCR e PFGE e apresentaram
mesmo perfil de suscetibilidade aos farmacos. A
investigagdo concluiu que a fonte do surto foi a solugao
diluida de glutaraldeido, contaminada com M. abscessus,
que contaminou os eletrodos durante as lavagens de
desinfeccdo. Todos os outros materiais que entraram em
contato com estes eletrodos também foram contaminados.

Surtos relacionados com estética

Wenger et al.* reportaram um surto causado
por M. chelonae subsp. abscessus envolvendo pacientes
submetidos a procedimentos de podologia no periodo
de fevereiro a abril de 1988. Oito pacientes foram
hospitalizados com infec¢oes causadas por M. chelonae
subsp. abscessus no pé, sendo que todos haviam
frequentado a mesma clinica. M. chelonae subsp. abscessus
foi isolado de material clinico e da agua destilada. Além
disso, foi realizado o teste de sensibilidade ao desinfetante
utilizado na clinica, revelando que os isolados clinicos
e o da agua destilada apresentavam o mesmo perfil de
resisténcia, apontando esta como fonte do surto. Os
autores acreditam que a contaminac¢ao do galao de agua
destilada, utilizada na limpeza dos injetores, pode ter
ocorrido por acondicionamento inadequado ou por
reuso do mesmo com agua da torneira.

Nakanaga et al.* investigaram um surto causado
por M. massiliense relacionado com “hot spa” no Japao.
Sete trabalhadores deste estabelecimento apresentaram
em seu brago e antebrago multiplos nodulos no periodo de
novembro de 2007 a outubro de 2008. A andlise por testes
bioquimicos e moleculares identificaram nos isolados
clinicos e uma amostra da parte inferior de uma das camas,
M. abscessus e posteriormente foi identificado como M.
massiliense pelo sequenciamento do gene rpoB. Os isolados
foram comparados utilizando a técnica RAPD-PCR,
evidenciando que apenas uma amostra clinica apresentava
perfil idéntico & amostra da cama. Este é o primeiro caso
de infeccdes por M. massiliense cutdnea ndo associada a
procedimentos médicos invasivos no Japao.

Surtos pos-procedimentos invasivos
Maloney et al.’! investigaram a fonte de um surto
relacionado com lavadora automatica de endoscopios
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utilizados em broncoscopia e gastroendoscopia. M.
abscessus foi isolado em 18 espécimes de 16 pacientes,
em uma amostra de um broncoscépio e diversas
amostras dos tanques de lavagens e da agua utilizada
na lavagem automatica. Apesar dos isolados clinicos
apresentarem culturas positivas, os pacientes nao
apresentavam infec¢des, indicando pseudoinfec¢des. Os
autores explicam que isso acontece devido a limpeza ou
desinfeccdo inadequada dos endoscopios, que possuem
uma complexa engenharia, ou por contaminagdo de
lavadoras automaticas. A utilizagdo de dgua de torneira
durante as lavagens também poderia resultar na
contaminagao.

Furuya et al.’* relataram um surto causado por
M. abscessus envolvendo pacientes norte-americanos,
que foram para a Republica Dominicana realizar
abdominoplastia. Foram realizados esfregacos dos
espécimes corados com Auramina e, apds o isolamento
das cepas, foram realizados teste de sensibilidade pelo
método de MIC e caracterizagdo molecular por PFGE e por
elementos repetitivos de PCR. Vinte casos confirmados
foram identificados, dos quais todas eram mulheres com
feridas pos-abdominoplastia. Dez delas também foram
submetidas a cirurgia de mama, e oito, a lipoaspiragao.
Das mulheres que foram submetidas a cirurgia de
mama, seis desenvolveram infeccdo de mama, sendo que
duas mulheres tiveram que retirar os implantes. De 19
entrevistadas, nove reportaram que suas cirurgias foram
realizadas em uma mesma clinica em Santo Domingo.
Oito isolados recuperados dessas nove pacientes possuiam
o mesmo perfil por tipagem molecular.

Surtos nacionais

Viana-Niero et al.** analisaram a caracterizagdo
molecular de M. massiliense e M. bolletii isolados de
um surto relacionado com infec¢oes pos-laparoscopia
e procedimentos cosméticos. De fevereiro de 2004 a
junho de 2005, 311 pacientes, submetidos a diferentes
procedimentos invasivos realizados em 16 hospitais
particulares e clinicas na cidade de Belém no Para,
apresentaram sinais e sintomas de infec¢oes localizadas.
A identificagdo revelou o grupo M. abscessus/M.
massiliense/M. bolletii. Os isolados de procedimentos
invasivos apresentaram perfil idéntico pela técnica
de PFGE, enquanto os isolados de mesoterapia
apresentaram trés perfis distintos. A fonte da infeccao
ndo foi determinada, ja que os pacientes foram
operados por diferentes cirurgides, que utilizaram seus

proprios equipamentos laparoscopicos desinfetados
com imersdo de glutaraldeido a 2% entre as cirurgias.
A hipdtese levantada foi que incoeréncias nas limpezas
de equipamentos, as concentragdes de glutaraldeido ou
o tempo de contato podem ter contribuido para sele¢ao
de M. massiliense, contaminando os equipamentos
cirdrgicos.

Cardoso et al.** reportaram um surto causado por
M. massiliense pos-cirurgias de artroscopia e laparoscopia
na cidade de Goiania no periodo de agosto de 2005 a julho
de 2007. Neste periodo, cerca de 4.480 laparoscopias e
artroscopias foram realizadas e 121 casos com infecgdes
causadas por MNT foram notificados pelo sistema publico
de vigilancia sanitaria. Do total de casos notificados,
somente para 18 cepas foram realizados testes bioquimicos
e moleculares de identifica¢do, revelando a presenca de M.
abscessus. A andlise dos isolados deste episddio e de uma
cepa de M. massiliense do surto da cidade de Belém (PA)
por PFGE mostrou perfis idénticos. O sequenciamento do
gene rpoB foi realizado, identificando os isolados como
M. massiliense e com 100% de similaridade com o clone
de Belém (PA). Nao foi possivel investigar as condi¢oes
ambientais dos hospitais. Entretanto, os autores apontam
as técnicas de assepsias como possivel causa deste surto,
uma vez que os isolados de M. massiliense, procedentes
do surto da cidade de Belém, apresentaram tolerancia a
solugdo de glutaraldeido a 2%, utilizado na limpeza de
equipamentos de videocirurgias.

Duarte et al.'® estudaram a epidemia de infeccoes
pos-cirurgias causadas por M. massiliense na cidade do
Rio de Janeiro. De agosto de 2006 a julho de 2007, 172
casos confirmados de infec¢des por micobactéria foram
reportados, mas apenas 148 foram identificadas, com
padrao de PRA-hsp65 compativel com M. massiliense e
M. bolletii. O sequenciamento do gene rpoB dos isolados
mostrou sequéncias idénticas, com maior similaridade
(99,71%) a M. massiliense. Apresentavam, também, perfil
idéntico no PFGE e perfil idéntico a isolados de outros
recentes surtos. Os autores reportaram a alta frequéncia
de um unico clone de M. massiliense causador deste
surto, sendo tolerante a solugdo de glutaraldeido a 2%,
contribuindo para a ocorréncia da epidemia.

Ledo et al."* analisaram 152 cepas identificadas
como M. abscessus subsp. massiliense provenientes
de surtos relacionados com procedimentos médicos
invasivos, que ocorreram em setes estados brasileiros no
periodo de 2004 a 2008. O sequenciamento do gene rpoB
confirmou a presenca da espécie M. abscessus subsp.
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massiliense e mostrou 100% de similaridade com a cepa
INCQS 594, identificada no surto do Pard. Além disso,
a andlise dos isolados pelo PFGE revelou perfil idéntico.
Os autores concluiram que uma cepa particular de M.
abscessus subsp. massiliense estd associada com uma
prolongada epidemia de infec¢des pds-cirurgias em sete
estados brasileiros, sugerindo que esta cepa pode estar
distribuida no territdrio brasileiro e que esta adaptada, ja
que sua tolerancia a glutaraldeido a 2% foi demonstrada.
Outro fator que pode ter contribuido para sua dispersao
é 0 uso e o transporte de equipamentos dos proprios
médicos.

DISCUSSAO

Apoés a descricdo do primeiro caso de doenga
por M. abscessus em 1953, diversos surtos causados por
estes agentes foram descritos e até o presente momento,
continuam ocorrendo. Neste trabalho, foram encontrados
15 artigos que reportaram surtos causados por este grupo,
relacionados com diferentes procedimentos médicos, 12
internacionais e quatro nacionais. Além disso, foram
encontradas 28 publicacdes que estudaram as diversas
caracteristicas das MNT, evidenciando a importancia e a
necessidade de se estudar estes organismos.

Podemos observar que ao classificar os
surtos em internacionais e nacionais, estes estao
relacionados com procedimentos médicos distintos.
Dos 12 surtos internacionais, 11 estdo relacionados
com os procedimentos médicos nao invasivos, como
acupuntura e aplicagdes de diversas substincias, sendo
a fonte de infeccdo mais comum a utilizagdo de agua
de abastecimento para limpeza dos equipamentos.
Song et al.”’ encontraram estes mesmos problemas ao
estudarem um surto, ocorrido na Coréia, enfatizando
as deficiéncias nos procedimentos de esterilizacio e
boas praticas. Ja os surtos nacionais tratam de infec¢oes
nosocomiais relacionadas com procedimentos médicos
invasivos, sendo a principal fonte de infec¢do a utilizacao
de desinfetantes ineficientes contra as micobactérias na
desinfeccao dos equipamentos utilizados. Apesar das
fontes de infec¢des serem diferentes, podemos observar
que elas refletem as caracteristicas destas bactérias, como
o modo de vida aqudtico e a resisténcia a diferentes
agentes antimicrobianos. Isto se deve a impermeabilidade
conferida por seu envelope celular e também pela
formagdo de biofilme, evidenciando a adaptagdo destes
organismos a diversas condi¢des ambientais">>* %,
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As diferencas detectadas sobre os tipos de
procedimentos envolvidos nos surtos podem estar
relacionadas com as legislagdes de cada pais com relagao
ao uso e desinfeccdo de equipamentos e insumos. No
Brasil, somente apds a ocorréncia dos surtos em diversos
estados e a comprovacdo de que a cepa causadora era
resistente ao desinfetante utilizado, a Anvisa publicou
a resolu¢do RDC n° 8, de 27 de fevereiro de 2009%,
a qual proibe a esterilizacio quimica por imersio,
utilizando agentes esterilizantes liquidos, como o uso do
glutaraldeido na desinfec¢ao de equipamentos cirurgicos,
de diagndsticos por videoscopias, de sistema vascular
e outras cirurgias invasivas. Além disso, cada etapa de
processamento do instrumental cirargico e dos produtos
para saude deve seguir um procedimento operacional
padrio (POP), do qual todos os funcionarios devem ser
treinados e avaliados quanto a eficdcia do treinamento.
Cabe ainda ao responsavel pelo Centro de Material e
Esterilizagdo (CME) do hospital ou clinica supervisionar
todas as etapas de processamento dos artigos, mesmo
que o servico seja terceirizado.

Outro ponto em comum entre os surtos descritos
foram os procedimentos realizados de forma a infringir
as boas praticas, como utilizar desinfetantes fora da data
de validade, ndo realizar a inspe¢iao nos equipamentos
para detectar sujidades apds a lavagem, reuso de
materiais descartaveis, entre outros. Em muitos casos, os
surtos foram solucionados quando praticas adequadas de
higiene e desinfec¢ao foram aplicadas.

Esta analise mostrou a deficiéncia no controle dos
processos que, se fossem mais rigidos, poderiam ter evitado
muitos casos. O emprego de um sistema de garantia da
qualidade pode auxiliar clinicas e hospitais a controlarem os
procedimentos e rastrearem possiveis falhas, possibilitando
ardpida deteccio e solucdo do problema.

CONCLUSAO

Os trabalhos analisados mostram a importancia
dos estudos da ocorréncia dos surtos, ndo somente para
estabelecer a causa, mas também para orientar medidas
de controle e prevengdo. Ainda existe a necessidade de
mais estudos na area para melhor compreendermos estes
patdégenos, o que podera gerar medidas de profilaxia e
de tratamento, garantindo qualidade nas praticas dos
profissionais.
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RESUMO

No periodo de setembro de 2004 a junho de 2006, foram avaliadas a prevaléncia e susceptibilidade
antimicrobiana de Enterococcus spp. em 360 amostras de carcagas de frangos congeladas, sem tempero,
coletadas em estabelecimentos comerciais do Estado de Sao Paulo, Brasil. Enterococcus spp. foi isolado de
todas as amostras analisadas e 1.332 cepas foram identificadas. Entre as dez espécies identificadas, houve
predominancia de E. faecalis, E. gallinarum, E. casseliflavus e E. faecium. Todas as cepas de enterococos
testadas apresentaram algum nivel de resisténcia aos nove antimicrobianos utilizados no estudo. As
porcentagens de resisténcia antimicrobiana foram: de 89,2% para tetraciclina, 91,4% para quinupristina-
dalfopristina, 83,5% para eritromicina, 65% para ciprofloxacina, 55,4% para cloranfenicol, 6,5% para
linezolida, 2,3% para vancomicina, 2,3% para teicoplanina e 0,2% para ampicilina. A ocorréncia de alto
nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (HLR-A) foi detectada em 57,4% dos isolados. As espécies
E. faecalis e E. faecium, consideradas importantes agentes em infecgdes hospitalares, apresentaram
resisténcia, respectivamente, a oito e sete antibidticos.

Palavras-chave. Enterococcus; resisténcia; antimicrobianos; carcagas de frango.

ABSTRACT

Prevalence and antimicrobial susceptibility of Enterococcus spp. were evaluated in 360 frozen unseasoned
chicken carcasses samples collected from September 2004 to June 2006 from the retail stores in Sdo
Paulo State, Brazil. Enterococcus spp. was isolated from all analyzed samples, and 1,332 strains were
identified from them. Among the ten identified species, the predominance of E. faecalis, E. gallinarum, E.
casseliflavus and E. faecium was occurred. All of the Enterococci strains showed some degree of resistance
to the nine antimicrobials utilized in the study. The percentages of antimicrobial resistance were: 89.2%
for tetracycline, 91.4% for quinupristin-dalfopristin, 83.5% for erythromycin, 65% for ciprofloxacin,
55.4% for chloramphenicol, 6.5% for linezolid, 2.3% for vancomycin, 2.3% for teicoplanin and 0.2% for
ampicillin. The occurrence of the high level resistance to amynoglicosides (HLR-A) was detected in 57.4%
of the isolates. E. faecalis and E. faecium species, which are considered as important agents in nosocomial
infections, showed resistance to eight and seven antibiotics, respectively.

Keywords. Enterococcus; resistance; antimicrobials; chicken carcasses.
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INTRODUCTION

Enterococci comprise a widespread bacterial
group and are present in a variety of foods. They normally
colonize the intestinal tract of humans and animals, and can
be considered as indicators of fecal contamination in food.
However, as opportunistic microorganisms, they are also
responsible for infections in humans such as endocarditis,
infections of the genitourinary tract, meningitis and
septicemia. Most infections are caused by Enterococcus
faecalis and Enterococcus faecium, but infections by
Enterococcus  gallinarum,  Enterococcus durans and
Enterococcus avium have also been reported2 Over the last
10 years, enterococci have emerged as major nosocomial
pathogens. Approximately 12% of all nosocomial infections
in the USA are caused by enterococci’.

Currently, there is a growing concern as for the
increase of acquired antimicrobial resistance in bacteria,
which reduce the availability of efficient and indispensible
substances for the treatment and prevention of infectious
diseases. Many drugs, including some with importance
for human medicine, are added to animal feed as growth
promoters and with prophylactic purposes. Although
this technological alternative allows a better performance
of the animals, specially poultry and swine, the use of
antibiotics in animal production can select resistant
microorganisms that can be transferred to human through
ingestion of contaminated foods or via the environment*.

Enterococci are intrinsically resistant to a number
of antimicrobials agents and can acquire resistance
to others agents such as aminoglycosides, P-lactams
and glycopeptides’. In Europe the extensive use of the
glycopeptide avoparcin, as feed additive in food farms,
has been pointed as the responsible by the emergence of
vancomycin resistant Enterococcus (VRE) among isolates
from human and animals®. Avoparcin is a molecule
similar to vancomycin that exhibits the same mechanisms
of action and resistance. Due to the emergence of cross-
resistance to clinically important antibiotics such as
vancomycin and teicoplanin, in April, 1997, the use of
avoparcin was prohibited in the European Union’. In
Brazil the use of this drug in animal feed is prohibited
since 1998. However, other antimicrobials such as
avilamycin, zinc bacitracin, chlorhexidine dichloride,
spiramycin, enramycin, flavomycin, lincomycin, colistin
sulphate, tilosyn sulphate and virginiamycin are still
allowed as additives in animal feed®.
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VRE infections are associated with high morbidity
and mortality rates, and excess health care costs>'’. Due to
emergence of resistant strains, new agents like linezolid,
daptomycin, and quinupristin/dalfopristin are also used
for therapy of invasive enterococcal infections''.

In Europe several studies have shown the
emergence of vancomycin resistant Enterococcus strains in
samples of sewage, food and feces of healthy animals'>'>'*,
In Brazil the first isolation of VRE occurred in 1996%,
and after that many cases have been reported'®!”'%!%,

The objective of this work was to evaluate the
prevalence of Enterococcus spp. in frozen chicken carcasses
ready for sale, as well as to identify the species and perform
the antimicrobial sensitivity profile of the isolates.

MATERIAL AND METHODS

Samples

A total of 72 samples of frozen unseasoned
chicken carcasses were collected from September, 2004
to June, 2006 in retail stores in Sdo Paulo State; each
sample were constituted of five units of chicken carcass.
A total of 360 units of chicken carcasses from 26 different
brands and eight producing states was analyzed (Sdo
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Parand, Rio Grande
do Sul, Distrito Federal, Santa Catarina and Goias).

Procedure

The samples were thawed, in a refrigerator, for
up to 48 hours. Chicken viscera were removed and
each carcass was rinsed in 1% buffered peptone water
(BPW; Oxoid, Basingstoke, England). For each 1 g of
chicken 1 mL of BPW was added (1:1). After rinsing
the whole carcass surface, two 25 mL aliquots of the
rinsing water were taken. One of the aliquots was added
to 225 mL of Enterococcosel broth (BBL, Beckton
Dickinson, Cockeysville, MD, USA), and the other,
to 225 mL Enterococcosel (BBL) containing 6 ug/mL
vancomycin (Sigma, St Louis, MO, USA). Flasks were
incubated at 35 °C for 48 hours. Then, the cultures in the
Enterococcosel broths with vancomycin that had turned
black were seeded on Enterococcosel agar (BBL, Beckton
Dickinson, Cockeysville, MD, USA) with vancomycin
with the aid of a loop; the cultures from Enterococcosel
broths were plated onto the same medium lacking
vancomycin. After plates had been incubated for 24
hours at 35 °C, five to ten characteristic colonies were
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transferred to Brain Heart Infusion (BHI) Broth (Difco,
Detroit, MI, USA). Tubes were again incubated at 35 °C
for 18-24 h after which Gram staining and catalase test
were performed?.

Identification of the species and evaluation of
antimicrobial resistance

Isolates were identified by conventional
biochemicals tests using Gram staining, catalase, reaction
on Bile-esculin medium, growth in broth containing
6.5% NaCl, acid formation in carbohydrate (mannitol,
sorbitol, sorbose, arabinose, raffinose) broths, hydrolysis
of arginine, pyruvate utilization, motility, pigment
production, and production of pyrrolidonyl-arylamidase'.

A multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction)
assay based on the specific detection of genes encoding
D-lanine:D-alanine ligases (ddl) was used to confirm
the identification of E. faecalis and E. faecium species.
Another multiplex PCR assay based on the specific
detection of genes encoding vanC1 and vanC2 was used
to confirm the identification of E. gallinarum and E.
casseliflavus species’.

E. faecalis (ATCC 29212), E. faecium (vanA-
228), E. casseliflavus (NCTC1261) and E. gallinarum
(NCTC 12359) were utilized as reference strains in the
biochemical tests and in the PCR assay.

Antimicrobial susceptibility tests
The criterion for selection of the sampling for

determining the antimicrobial susceptibility profile
was based on the number of times that each brand was
analyzed for the presence of Enterococcus spp. The criteria
for selection were: 100% of the strains were evaluated when
brands were analyzed up to five different times; 50% of the
strains when brands were analyzed from six to 10 times;
25% of the strains when brands were analyzed from 11 to
25 times and 15% of those analyzed more than 25 times.

Evaluation of the antimicrobial susceptibility
profile was done in 437 strains for vancomycin (Van),
teicoplanin  (Tei), ampicillin (Amp), -ciprofloxacin
(Cip), tetracycline (Tet), erythromycin (Ery) and
chloramphenicol (Co) and in 245 isolates for linezolid
(Lnz) and quinupristin-dalfopristin (Qda). The Minimum
inhibitory concentrations (MIC) were determined by
broth microdilution according to guidelines of the CLSI*..
E. faecalis (ATCC 29212) was utilized as reference strains
to MIC determination.

A total of 437 isolates were tested by agar
dilution method to determinate the high-level resistance
(HLR) to aminoglicosides using BHI agar plates plus
gentamicin (500 pg/ml) and streptomycin (2,000 pg/ml)
by CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
recommendations®. For measuring the concentrations of
the antibiotics in the BHI agar plates, standard E. faecalis
ATCC 29212 and ATCC 51299 were utilized as controls
for susceptibility and resistance, respectively.

The criteria of susceptibility and resistance
adopted for each antimicrobial were those recommended
by the CLSI*.

RESULTS AND DISCUSSION

In the present study, Enterococcus spp. was found
in 100% of the chicken carcasses analyzed. A total of
1,332 strains were isolated and identified. Similar results
have been reported in other studies, confirming the high
frequency of enterococci in animal products. Hayes et
al.” have detected enterococci in 99% of the 981 samples
of meat products analyzed. McGowan et al.** investigated
the prevalence of enterococci in fruits, vegetables
and meat products (pork, cow, chicken and turkey)
purchased in the retail market; the highest occurrence
of this microorganism occurred in meat products (79%),
especially chicken and turkey products in which 100%
of the samples were positive. In Brazil, among the 120
samples of foods analyzed by Gomes et al.”, 52% were
positive for enterococci, and meat products (60%) and
cheeses (83.3%) were those presenting the highest
contamination. The high occurrence of enterococci in
meat products can be attributed to the natural presence
of this microorganism in the gastrointestinal tract of
animals and the microorganism’s ability to adapt and
develop in unfavorable environmental conditions.
In addition, the several phases of poultry processing,
during slaughter, may contribute for contamination of
the carcasses.

As for the different species described for this
genus, ten have been identified among the characterized
strains (Table 1). However, we observed the predominance
of four species: E. faecalis (51%), E. gallinarum (40%),
E. casseliflavus (5%) and E. faecium (2%), representing
about 98% of the total identified strains. Predominance
of E. faecalis in animal products is in accordance to other
studies done in Brazil*® and in Europe®*.
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Table 1. Distribution of species of the genus Enterococcus in the 360
samples of analyzed chicken carcasses collected from September, 2004
to June, 2006, in retail stores in Sdo Paulo State

Species N. (%)
E. faecalis 679 (51)
E. gallinarum 532 (40)
E. casseliflavus 69 (5)
E. faecium 24 (2)
E. durans 14 (1)
E. dispar 5(0.4)
E. hirae 5(0.4)
E. avium 1 (0.05)
E. columbae 1(0.05)
E. mundtti 1 (0.05)
Enterococcus spp 1 (0.05)
Total 1,332 (100)

Enterococcus,particularlyE. faecalisand E.faecium,
showed intrinsic resistance to several antimicrobial drugs,
including aminoglycosides, B-lactams and quinolones.
In addition, these microorganisms can acquire and
transfer genetic elements that confer resistance to other
classes of antibiotics, especially glycopeptides such as
vancomycin and teicoplanin®. All of the enterococci
strains tested have shown some level of resistance to the
nine antimicrobials utilized in the study, varying from
0.2% (ampicillin) to 89.3% (tetracycline) as show the
Table 2. For vancomycin, only 2.3% of the strains were
resistant and detected in only two species, E. faecalis and
E. faecium. The intermediate resistance to vancomycin
was observed only in the species E. gallinarum and E.
casseliflavus, because this resistance is intrinsic for these
two species. For the other drugs we can consider the
total resistance by adding the two profiles, intermediate
and resistant (I+R) and the strains show 65% resistance
to ciprofloxacin, 55.4% to chloramphenicol, 83.5% to
erythromycin and 89.3% to tetracycline. However, if we
look at each species we observed that E. faecium has the
lowest resistance profile for these four drugs. To evaluate
the profile of resistance to linezolid and quinupristin-
dalfopristin, 245 strains were tested as shown in Table 3
and 91.4% of the strains were resistant to quinupristin-
dalfopristin.

Among the species, we point out E. faecalis
which have shown resistance to quinupristin-dalfopristin
(97.9%), tetracycline (89.1%), erythromycin (82%),
ciprofloxacin ~ (65.2%), chloramphenicol (59.9%),
linezolid (5.9%), teicoplanin (0.7%) and vancomycin
(0.7%), and E. faecium which have shown resistance to
tetracycline (93.3%), teicoplanin (53.3%), vancomycin
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(53.3%), erythromycin (93.3%), quinupristin-dalfopristin
(30.8%), ciprofloxacin (20%) and chloramphenicol
(20%).

Resistance to vancomycin (VRE) was detected
in 10 strains (2.3%) isolated from two units of chicken
produced in Sdo Paulo. Although a low resistance rate was
observed for this antibiotic, the strains that have shown
this characteristic belonged to the E. faecalis and E. faecium
species, which are organisms considered as important
agents in hospital infections. Gomes et al.>> have evaluated
the antimicrobial susceptibility of 219 enterococci strains
isolated from foods and have detected 3 strains (1.4%) of
vancomycin resistant E. faecium. VRE E. faecium has also
been found by Japanese researchers in 9% (2/22) of the
chicken carcasses exported by Brazil®. In other studies
done in Brazil, VRE strains were not detected in samples
of chicken and in swabs from chicken cloacae***.

Higher resistance levels were observed for
tetracycline, quinupristin-dalfopristin and erythromycin.
Resistance to tetracycline was observed among the
E. faecium (93.3%), E. gallinarum (92.5%), E. faecalis
(89.1%), E. casseliflavus (66.7%) and E. hirae (50%)
isolates. As for erythromycin resistance rates were
84.3% in E. gallinarum, 82% in E. faecalis, 90.5% in E.
casseliflavus, 93.3% in E. faecium; only one E. durans strain
has shown resistance to this antibiotic. Although the use
of tetracycline as growth promoter is prohibited in Brazil
since 1998, this antimicrobial and erythromycin are the
drugs most used therapeutically in animal production™
and may contribute, consequently, for the occurrence of
high resistance levels for these antimicrobials.

According to Chopra and Roberts®, co-resistance
can also contribute to high resistance levels to tetracycline
and erythromycin since plasmids and/or transposons
can simultaneously carry genes that confer resistance to
these two antibiotics.

As for quinupristin-dalfopristin, resistance was
verified in E. faecalis (97.9%), E. gallinarum (80.6%),
E. casseliflavus (85.7%) and E. faecium (30.8%).
Quinupristin/dalfopristin, which belongs to the
streptogramin family, had its use approved by the FDA*
for treatment of severe infections in humans associated
with vancomycin resistant E. faecium. According
to Manzella®®, resistance to this antimicrobial is not
common. E. faecalis shows intrinsic resistance to this
antibiotic. However, in other species the occurrence
of resistance can be related to the use of virginiamycin
in animal production as growth promoter® since this
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Table 2. Susceptibility profile of Enterococcus strains isolated from frozen chicken carcasses from September, 2004 to June, 2006 of retail stores

in Sdo Paulo State

N. Chloram-
trai Ampicillin ~ Ciprofloxacin . Erythromycin  Teicoplanin Tetracycline Vancomycin
Speci strains Phenicol
pecies
evalu-
] S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R
E. faecalis 267 267 0 O 93 121 53 107 88 72 48 54 165 265 0 2 29 3 235 265 0 2
E. gallina-
134 133 0 1 43 31 60 64 39 31 21 22 91 134 0 0 10 3 121 0 134 0
rum
E. casseli-
21 21 0 0 5 6 10 12 5 4 2 9 10 21 0 O 7 0 14 0 21 0
flavus
E. faecium 15 15 0 0 120 3 12 1 2 1 9 5 7 0 8 1 0 14 7 0 8
Total 137 436 0 1 153 158 126 195 133 109 72 94 271 427 0 10 47 6 384 272 155 10
(n/%) (99.8) (0.2) (35) (29) (29) (44.6) (30.4) (25) (16.5) (21.5) (62) (97.7) (2.3) (10.7) (1.4) (87.9) (62.2) (35.5) (2.3)

Resistance Profile: S= susceptible; I= intermediate; R= resistant; NE= not evaluated

Table 3. The profile of resistance of Enterococcus strains to linezolid and quinupristin-dalfopristin

Species N. strains evaluated Linezolid Quinupristin-Dalphopristin
S I R S I R
E. faecalis 187 176 1 10 4 1 182
E. gallinarum 31 28 2 1 6 8 17
E. casseliflavus 14 12 1 1 2 5 7
E. faecium 13 13 0 0 9 1 3
Total (n/%) 245 229(93.5) 4(L.6) 12(49)  21(8.6) 15 (6.1) 209 (85.3)

Resistance Profile: S= susceptible; I= intermediate; R= resistant; NE= not evaluated

antimicrobial shows cross-resistance to quinupristin-
dalfopristin®. In Brazil the use of virginiamycin as
growth promoter in animal feed is allowed in poultry
meat production®. In the U.S., where virginiamycin is
utilized over 20 years in animal production, Hayes et al.?”
verified that 63% of the 127 strains of E. faecium isolated
from environmental samples in poultry production were
resistant to quinupristin-dalfopristin.

Linezolid was the first representative of a new
class of antimicrobials called oxazolidinones, utilized in
infections caused by multi-resistant Gram positive cocci,
among them VRE®. Our results alert for the occurrence
of resistance to this antibiotic in 5.1% of the strains.
According to Scheetz et al.*, the emergence of linezolid
resistant among clinical strains is related to the prolonged
use of this drug in the treatment of infections in humans.

The occurrence of High Level Resistance to
aminoglycosides (HLR-A) was tested in 437 strains
(Table 4). HLR-A (Gentamicin and/or Streptomycin) was
detected in 57.4% of the isolates. High resistance levels
to gentamicin (HLR-Gn) were observed in E. gallinarum,

E. casseliflavus and E. faecalis. High resistance levels
to streptomycin (HLR-St) and both gentamicin and
streptomycin (HLR-Gn/St) were observed in the species
E. faecalis, E. gallinarum, E. faecium and E. casseliflavus.

Infections by enterococci are frequently treated
with a combination of antibiotics, an aminoglycoside
(e.g., gentamicin) and an agent that acts on the cell
wall, such as penicillin or a glycopeptide. Thus, the
percentage (46.5%) of HLR-A strains found in our study
is worrisome. Difterently from our results, Fracalanzza et
al.* have detected the occurrence of HLR-A in 10.6% of
the strains isolated from chicken samples.

The results of this study revealed that enterococci
are common contaminants in chicken purchased in retail
stores in Sdo Paulo State, Brazil. Considering that in
Brazil the studies on the occurrence of Enterococcus in
foods are scarce”?**4! and that the data presented in this
study regarding resistance of antibiotics are worrisome,
especially for the most prevalent species in human
infections (E. faecalis and E. faecium), the utilization of
new antimicrobials should be done in a very rational
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Table 4. Occurrence of High Level Resistance to Amynoglicosides (HLR-A) among Enterococcus isolated from frozen chicken carcasses in Sao

Paulo State

Number (%) of isolates that showed HLR-A

Species (n.)

Number HLR-Gn HLR-St HLR-Gn/St
E. faecalis 267 34 (12.7%) 86 (32.2%) 9 (3.4%)
E. gallinarum 134 62 (46.3%) 32 (23.9%) 13 (9.8%)
E. casseliflavus 21 3 (14.3%) 3 (14.3%) 1 (4.8%)
E. faecium 15 2 (13.3%) 4(26.7%) 2 (13.3%)
Total (396) 437 101 (23.1%) 125 (28.6%) 25 (5.7%)

HLR-Gn: strains with High Level Resistance to gentamicin only;
HLR-St: strains with High Level Resistance to streptomycin only;
HLR-Gn/St: strains with High Level Resistance to gentamicin and streptomycin simultaneously.

way, both in human and animal therapy. Monitoring 7. Commission Directive 97/6/EC. January 30, 1997, amending

of antimicrobial resistance is essential since constant Council Directive 70/524/EEC  concerning additives in
surveillance can halt the dissemination of Enterococcus feedingstuffs. Official Journal of the European Communities.
1997;35:11-3.

clones resistant to several drugs, as well as the emergence

of new resistance mechanisms. 8. Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

- MAPA. Lista de aditivos autorizados uso na alimentagdo
animal no Brasil. Atualizada em 03 dez 2008. [acesso 2011
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inancial - support from the gencia aciona € 9. Diaz Granados CA, Zimmer SM, Klein M, Jernigan JA.

Vigilancia Sanitdria - ANVISA (Brazilian National Comparison of mortality associated with vancomycin-

Health Agency) of the Ministry of Health/National resistant ~ and  vancomycin-susceptible  enterococcal

Program for Monitoring Bacterial Prevalence and bloodstream infections: a meta-analysis. Clin Infect Dis.
N . 2005;41:327-33.

Resistance in Poultry (PREBAF).
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RESUMO

Foi avaliado o desempenho das técnicas de cultivo microbiolégico e de PCR na anilise de amostras de
orgaos bovinos com lesdes suspeitas de tuberculose. Cinquenta e duas amostras, colhidas em abatedouros,
foram analisadas pelo cultivo microbioldgico e o DNA extraido foi amplificado por PCR, utilizando-se os
primers NZ1 e NZ2, que identificam micobactérias do complexo M. tuberculosis, e o par de primers pncA
que diferencia as espécies M. bovis e M. tuberculosis. As 30 amostras de colonias isoladas foram suspensas,
e a amplificagdo do DNA extraido foi feita por PCR, empregando-se os mesmos pares de primers. Embora
a concordéncia entre as técnicas de cultivo microbiolégico e de PCR realizado diretamente nas amostras
clinicas com os primers NZ1 e NZ2 tenha sido fraca (k=0,175), os dois pares de primers utilizados
amplificaram os genes alvos quando aplicados em 100% do DNA extraido das 30 coldnias isoladas. Pela
PCR com par de primers pncA houve identificagdo de M. bovis nas colonias isoladas em curto intervalo
de tempo, quando comparado aos testes bioquimicos. O uso concomitante de ambas as técnicas reduz o
tempo para efetuar a confirmac¢do do agente isolado, fator essencial nos estudos epidemioldgicos e nas
medidas de controle preventivas.

Palavras-chave. tuberculose, bovino, Mycobacterium bovis, PCR.

ABSTRACT

The present study aimed at evaluating the concordance between PCR and microbiological culture
techniques for analysing organs samples from cattle with suspected lesions of tuberculosis. Fifty-two
samples collected from slaughterhouses were analyzed by microbiological culture, and the extracted DNA
was amplified by PCR using NZ1 and NZ2 primers. These primers identify the mycobacteria belonging
to M. tuberculosis complex, and the primers pair pncA differentiate the M . bovis from M. tuberculosis
species. The colonies isolated from 30 samples were suspended, and the extracted DNA was amplified
by PCR using the same primer pairs. Although the agreement has been considered weak (k = 0.175)
between microbiological culture and PCR performed directly in clinical samples using NZ1 and NZ2
primers, the two pairs of primers could amplify the target genes when 100% of the extracted DNA from
30 isolated colonies were used. Thus, PCR employing pncA primer pair enabled to identify M.bovis in
the isolated colonies at a short time when compared with the biochemical assays. The concomitant use of
PCR and bacteriologic culture techniques hastens the confirmation of detected agent, which is essential in
conducting the epidemiological studies and in taking preventive control measures.

Keywords. tuberculosis, bovine, Mycobacterium bovis, PCR.

244 Rev Inst Adolfo Lutz. 2010; 71(2):244-9



Nassar AFC, Miyashiro S, Piatti RM, Dib CC, Roxo E, Mendonga RZ. Comparative study on PCR and microbiological culture performance for
identifying Mycobacterium tuberculosis complexand Mycobacterium bovis specie inbovine samples. RevInst Adolfo Lutz. Sao Paulo,2012;71(2):244-9.

INTRODUCTION

Tuberculosis is a zoonosis, and among the
etiologic agents, detaches the species belonging to M.
tuberculosis complex, which comprises: M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M.caprae
and M. Pinnipedii'. M. tuberculosis and M. bovis species
can be pathogenic for man. M. bovis, the causative
agent for bovine tuberculosis, is a serious public health
issue because it can potentially infect humans®. In
Brazil, bovine population is estimated in 167 million
animals, and still nowadays there is no correct estimated
prevalence of animal tuberculosis in the country, the last
data refers to an official notification and indicates an
average national prevalence of 1.3% infected animals’.
Bacteriological culture is the confirmatory diagnosis
for mycobacteria detection, and is considered the
gold standard test by World Organization for Animal
Health (OIE). Due to dysgonic and very low growth of
mycobacteria, isolation and identification of M. bovis
by conventional biochemical methods is laborious, and
may take several weeks. PCR is an efficient and fast
method that can be used to detect the agent in clinical
samples, with a 48 hours’ time processing**°. Two PCR
reactions with specific primers hybridizing the gene
encoding the pyrazinimidase (pncA) reported by Shah
et al.” to differentiate colonies between M. bovis and M.
tuberculosis were one of the methodologies carried out in
the present work for this differentiation.

Tuberculosis is still very frequent in Brazil and
the specific diagnostic takes a long time period, it would
be useful a methodology able to shorten this period. For
this purpose, the present trial evaluated the use of PCR
for detection of M. tuberculosis complex and specific
differentiation (M. bovis and M. tuberculosis) directly
from suspect clinical samples and also from mycobacteria
isolates, in comparison with microbiological culture.

MATERIAL AND METHODS

Sampling

Samples from 52bovine (38 lymphnodes, 11 lungs,
3 liver) (see table 1) with suggestive lesions of tuberculosis
(caseous lesions) were collected at slaughterhouse from
Sao Paulo State and were transported in sterile bags at 4°
C until further analysis.

Microbiological culture

Samples were cultured in Stonebrink and
Petragnani media after decontamination by means of
Petroff method?® incubating two tubes of each medium at
37 °C. The cultures were examined every week, during 90
days, for observation of mycobacteria growth, confirmed
through Ziehl-Neelsen staining as described by Bier’.

PCR reactions detection threshold

PCR detection threshold was obtained by
artificial contamination of 1 ml of a healthy macerated
lung with 2.3 x 10° CFU of M. bovis (AN5). Then, serial
dilutions were prepared from this first suspension until
2.3 x 10 CFU/mL. All the dilutions were processed for
DNA extraction and PCR assays cited in the following
topics to determine the analytical sensitivities.

Still, PCR analytical sensitivity was also evaluated
for colonies suspension, starting from 2.3 x 10° CFU of M.
bovis (AN5)/mL of ultrapure water with serial dilutions
until 2.3 x 10° CFU/mL. The suspensions were boiled
(100 °C/5 minutes) for DNA liberation and further PCR
reactions.

DNA extraction

DNA was extracted from the clinical samples
and from the suspensions of macerated lung artificially
contaminated, and were firstly submitted to proteinase
K digestion (20 mg/mL) at 56 °C for 2 hours, and
then processed with commercial reagent TRIZOL
(Invitrogen)'® according to the manufacturer’s
instructions.

Isolated colonies were suspended in 0,85%
sterile saline solution and submitted to boiling (100
°C/5 minutes) for DNA exposure'. Extracted DNA
from clinical samples and from colonies suspension
were submitted to PCR for complex M.tuberculosis
determination and, afterwards, for identification of M.
bovis and M. tuberculosis differentiation described in the
next topic.

PCR Assay

PCR for M. tuberculosis complex detection was
performed as described by Collins and Stephens'> with
primers NZ1 (5°CGACAGCGAGCAGCTTCTCGCTG
3')andNZ2(5'GTCGCCACCACGCTGCTGGTCAGTG
3") that target IS-1081, specific insertion sequences from
M. tuberculosis complex, which amplify a 306 bp fragment.
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Amplification was performed in a total volume
of 50 uL, with 200 uM of each ANTP, 1X PCR buffer
(10 mM Tris-HCL, pH 8.0; 50 mM KCL), 2 mM MgClz,
25 p-mole of each primer (NZ1 and NZ2), 1.25 U Taq
DNA polymerase and 10 pl of DNA. The PCR reaction
consisted of an initial denaturation of 95 °C for 4 min., 30
cycles including 94 °C for 1 min., 63 °C for 90 s and 72 °C
for 1 min. followed by final extension at 72 °C for 10 min.

PCR for M. bovis and M. tuberculosis identification

For M. bovis identification it was carried out the
system described by De Los Monteros et al.”?, being one
specific reaction for M. bovis detection and another one for
M. tuberculosis. The amplification reactions were similar,
only differing in the reverse primer. The protocol was
carried out adding 10 pL of DNA to a PCR mix of 50 pL
containing dNTP, buffer, MgCl, and Taq DNA polymerase
as described above and 30 pmol of the forward primer
pncATB-12 (5 ATGCGGGCGTTGATCTCGTIC 3)
complementarytopartofpncAgenethatispresentinboth M.
tuberculosis and M. bovis species, M. bovis-specific reverse
primer pncAMB-2 (5 CGGTGTGCCGGAGAAGCCG
3’) or M. tuberculosis specific reverse primer pncAMT-2
(5" CGGTGTGCCGGAGAAGCGG 3’). The reverse
primers varies only in one nucleotide in the pncA gene (a
cytosine residue at position 169), and this substitution was
enough for pncAMB-2 and pncAMT-2 specifically anneal
to M. bovis or M. tuberculosis, respectively. PCR reactions
with primers pncATB-1.2 and pncAMT-2 or pncAMB-2
amplify specific 185 bp products in M. tuberculosis or
M.bovis, respectively. After initial denaturation at 95°C for
10 min., DNA amplification was set with 30 cycles of 94°C
for 1 min., 67°C for 1 min. and 72°C for 1 min., followed
by a final extension step of 72°C for 10 minutes. Positive
PCR controls were M. bovis AN5 (Instituto Biologico-
SP) and M. tuberculosis H RV (ATCC 27294), and ultra-
pure water was used as negative control. Amplification
reactions were carried out in a Peltier Thermal Cycler-100
(MJ Research).

Analysis of the amplified products <2>

Analysis of the amplified products was performed
by means of electrophoresis in 1.3 % agarosis gel with
TBE 0.5 X running buffer (0.045 M TRIS-Borate and 1
mM of EDTA pH 8.0). Gel was stained with ethidium
bromide, visualized with a UV transiluminator (300-
320 nm) and photographed by a photo-documentation
system (Kodak Digital Camera DC/120 Zoom).
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RESULTS

Microbiological culture

From 52 bovine samples (38 lymph nodes, 11
lungs, 3 livers) with suggestive lesions of tuberculosis
(caseous lesions), 30 (57.7%) allowed the growth of
mycobacterium by means of microbiological culture,
and 1 (sample 11) (0.52%) was contaminated with other
microorganisms and 22 (42%) were negative. From thirty
isolated colonies 100% were confirmed as Mycobacterium
spp. by Ziehl-Nielsen staining. The results are presented in

PCR reactions detection threshold

PCR assays threshold detection for the artificially
contaminated lung revealed that under conditions cited
above, the reaction with primers NZ1 and NZ2 could detect
up to 2.3 x 10" CFU/mL, the same analytical sensitivity
obtained for the colonies suspension. With primers for
pncA gene, detection threshold was 2.3 x 10° CFU/mL
either in the contaminated lung or colonies suspension.

DNA extracted from clinical samples

When PCR was applied in DNA extracted
directly from the 52 clinical samples analyzed revealed
that 6/52 (11.5%) were positive for mycobacteria from
M. tuberculosis complex with primers NZ1 and NZ2. No
sample 0/52 was positive for pncA gene (M. bovis species)
reactions for the same samples. The identified 22 negative
samples from microbiological culture were confirmed
negative by PCR with primers NZ1 and NZ2 and pncA.
The results are presented in Flowchart 1.

DNA extracted from isolated colonies

The 30 isolated colonies were submitted to
boiling (100 °C/ 5 minutes) for DNA exposure and PCR
methodology with primers NZ1 and NZ2, which classified
30 (100%) the colonies as belonging to M. tuberculosis
complex. The same DNA samples were also submitted
to PCR methodology with primers pncATB-1.2 and
pncAMB-2 which confirmed 100% as M. bovis species
with no signal observed with primers pncATB-1.2 and
pncAMT-2 that identified for M. tuberculosis.

Statistical analysis

Concordance between microbiological culture
and PCR with primers NZ1 and NZ2 (Mycobacterium
tuberculosis complex) detection when applied to DNA
extracted directly from clinical samples was calculated
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Table 1. Isolated and PCR reaction to identify M. tuberculosis complex

Clinical Samples Isolated Colonies
. . Primer Nz . . Primer Nz . .
Identification  Samples Culture (Nz1 And Primer: Primer: (Nz1 And Primer: Primer:
(Baar) Nz2) pncamb-2** pncamt-2* Nz2) pncamb-2**  pncamt-2*
1 Lymphonode Positive Positive Negative Negative Positive Positive Negative
2 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
3 Lymphonode Positive Positive Negative Negative Positive Positive Negative
4 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
5 Lymphonode Positive Positive Negative Negative Positive Positive Negative
6 Lymphonode Negative Negative Negative Negative - - -
7 Liver Negative Negative Negative Negative - - -
8 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
9 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
10 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
11 Lymphonode Contaminated Positive Negative Negative - - -
12 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
13 Lymphonode Positive Positive Negative Negative Positive Positive Negative
14 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
15 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
16 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive =
17 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
18 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative = = =
19 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
20 Liver Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
21 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
20 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
23 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
24 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
25 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
26 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
27 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
28 Liver Positive Positive Negative Negative Positive Positive Negative
29 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
30 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
31 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
32 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
33 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
34 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
35 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
36 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
37 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
38 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
39 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
40 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
41 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
42 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative = = =
43 Lymphonode Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
44 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
45 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
46 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative = = =
47 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
48 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
49 Lung Positive Negative Negative Negative Positive Positive Negative
50 Lymphonode Negativo Negative Negative Negative - - -
51 Lung Negativo Negative Negative Negative - - -
52 Lung Negativo Negative Negative Negative - - -

* primer pncAMT-2: specific primer to identify M. tuberculosis

**primer pncAMB-2: specific primer to identify M. bovis

247



Nassar AFC, Miyashiro S, Piatti RM, Dib CC, Roxo E, Mendonga RZ. Comparative study on PCR and microbiological culture performance for
identifying Mycobacterium tuberculosis complex and Mycobacterium bovis specie in bovine samples. RevInst Adolfo Lutz. Sdo Paulo,2012;71(2):244-9.

52 samples

microbiological

culture

30 M. tuberculosis

complex 22 negative

PCR

pncA - no samples
positive (0/52)

NZ1 and N22 - 6/52
samples positive M.
tuberculosis complex

PCR (NZ1 and NZ2)

colonies - 30 positive
M. tuberculosis
complex

PCR (pncA M.bovis)
colonies - 30 positive

Flowchart 1. Results obtained from microbiological culture and PCR of clinical samples and colonies

by MEDCALC with a 95% confidence interval'*, and was
classified as minor (Kappa = 0.175).

DISCUSSION

In the present study, from 52 bovine samples
analyzed, 30 (57.7%) were positive by microbiological
methodology for Mycobacterium spp. and all the isolates
(100%) could be identified as belonging to M. tuberculosis
complex with primers NZ1 and NZ2, and classified as M.
bovis species with pncA PCR reactions.

Araujo et al.” reported that among 72 bovine
lymph node slaughterhouse samples, 17 were positive
for mycobacterium, and 13 were confirmed by PCR with
primers JB21 and JB22 as M. bovis. However, Shah et
al.” reported that out of twenty M. tuberculosis isolates,
12 (60%) amplified a specific fragment with JB21 and
JB22 primers showing that this set of primers is not M.
bovis specific. Still, they proved that pncA reaction could
specifically differentiate all the isolates between M. bovis
and M. tuberculosis. In concordance with these results,
Nassar et al.' reported that from 42 cultivated samples, 27
(64.3%) were positive by culture method, and all isolates
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were confirmed by PCR to belong to M. tuberculosis
complex with NZ1 and NZ2 primers and were identified
as M. bovis with primers pncAMB-1.2.

The concordance between microbiological and
PCR methodologies for Mycobacterium tuberculosis
complex detection was minor (k = 0.175), what could
be explained due to the different aspects present in the
techniques. While microbiological culture depends on
microorganism availability, the quality of the analyzed
sample and the timing from collection and its processing,
DNA detection by PCR do not depend on neither
microorganism availability, nor the contamination of the
sample with other microorganisms, or the timing for its
processing. However, there are external factors such as
the presence of inhibitors, low quantity of tuberculosis
bacillus in the sample that could interfere with the PCR
results'”'%. The low concordance between microbiological
culture and PCR achieved in this study differs from the
one described by Suffys et al.'® when utilizing primers
that hybridize the 1S6110 of the M. tuberculosis genome
with clinical samples, and reported 67% of positivity
rate, while the current work showed a positivity of 11.5%
with primers NZ1 e NZ2. This difference can be due to
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the fact that the IS 6110 are present in multiple copies
(8 at 20) all through the genome, while the IS 1081 used
in detection of M. tuberculosis complex presents only a
couple (2 to 6) copies'”. Anyway, both reactions did not
present an analytical sensitivity low enough to substitute
the microbiological culture.

In the current work, the growth of suggestive
colonies of Mycobacterium spp. in selective culture
media (Stonebrink e Petragnani) was observed in 30
samples, and they were all confirmed as M. bovis by
means of PCR methodology with the primers pncA. The
present work showed the non-applicability of PCR assay
for detection of M. tuberculosis complex diagnosis in
clinical samples using the primers NZ1 and NZ2 due to
its lack of analytical sensitivity in the current conditions.
However, the set of primers for pncA gene showed to
be able to differentiate isolates between M. tuberculosis
and M. bovis species, allowing a shorter period for this
identification if compared with biochemical tests, since
such confirmation is needed for epidemiological studies
and for tracing preventive and control measures.
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RESUMO

Neste trabalho foi realizado o isolamento de Staphylococcus spp. de queijo minas frescal, e para esta
finalidade foi padronizado um protocolo multiplex PCR (M-PCR) para efetuar a detec¢io de genes de
enterotoxinas classicas (sea, seb, sec, sed e see) de Staphylococcus aureus, usando-se o gene femA como
controle positivo para cepas de S. aureus. Foi testada a detecgdo direta de bactérias de amostras de queijo
minas frescal e do alimento artificialmente contaminado. Cento e onze colonias (104 coagulase-positivas
e sete coagulase-negativas) foram selecionadas e analisadas por M-PCR e, dentre essas, 34 coldnias
(30.62%) foram positivas para pelo menos um dos cinco genes de enterotoxinas analisados. Os genes que
codificam as enterotoxinas sea e seb foram os mais frequentemente detectados. O estudo de isolamento de
estafilococos coagulase-positivos revelaram que 40% das amostras demonstraram contagens bacterianas
acima do limite considerado como aceitavel pela legislagdo brasileira.

Palavras chave. PCR, Staphylococcus, queijo.

ABSTRACT

This work aimed at isolating Staphylococcus spp. from minas frescal type cheese, and for this purpose a
Multiplex PCR (M-PCR) was standardized for detecting the classical Staphylococcus aureus enterotoxin
genes (sea, seb, sec, sed and see), using the femA gene as a positive control for S. aureus strains. Bacterial
detection directly from the minas frescal type cheese and from artificially contaminated food was tested.
One hundred eleven colonies (104 coagulase-positive and seven coagulase-negative) were selected
for performing M-PCR assay. Thirty-four colonies (30.62%) were positive for at least one of the five
enterotoxin genes analyzed; enterotoxins sea and seb were the most frequently detected. The study on
Staphylococci coagulase-positive samples revealed that 40% of the samples showed bacterial counts above
the limit established by Brazilian legislation.

Keywords. PCR, Staphylococcus, cheese.
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INTRODUCTION

Foodborne illnesses are defined as diseases,
usually either infectious or toxic in nature, caused by
agents that enter the body through the ingestion of
contaminated food. Foodborne diseases are a widespread
and growing public health problem, both in developed
and developing countries. Indeed, food contamination
creates an enormous social and economic burden on
communities and their health systems'.

The minas frescal type cheese is a fresh and soft
white cheese produced by the enzymatic coagulation
of pasteurized milk, with high pH, a minimum of
55% moisture content and a low percentage of salt
(1.4-1.6%). The cheese is produced industrially by
three different processes: the traditional one by the
addition of a lactic acid bacteria, that by the addition
of lactic acid-direct acidification, and that by the use
of ultrafiltration, using the method developed by
Maubois, Mocquot and Vassal*by direct coagulation of
the liquid pre-cheese with the addition of rennet in its
final commercial packaging’.

There are many enteropathogenic species
that have been found in milk and cheese stored at low
temperatures.  Post-pasteurization = contamination,
during production, manipulation, from equipment, and
inadequate cooling during transportation and storage
can result in high levels of pathogenic microorganisms
and enterotoxins in cheese*®. The contamination, linked
to changes arising in only a few days, makes the cheese
unacceptable or even unfit for consumption.

The Staphylococcus aureus count is used as an
indicator of post-processing contamination of dairy
products, aiding in the hygienic control of these products.
Studies have shown that minas frescal cheese and other dairy
products have been involved in several staphylococcal food
intoxication outbreaks in Brazil and other countries®®. The
Collegiate Directory Resolution n° 12 (published on January
2nd, 2001 by Brazil's public health agency, The National
Health Surveillance Agency of Brazil (ANVISA)) establishes
the Technical Regulation about Food Microbiological
Standards and states that high humidity cheese, at + 55%,
including minas frescal type cheese and others, must be
investigated for the following microorganisms groups:
coliforms at 45 °C (the maximum permissible 5 x 107
CFU/g), coagulase-positive staphylococci (the maximum
permissible 5 x 10> CFU/g), Salmonella spp. (absent in 25 g)
and Listeria monocytogenes (absent in 25 g)’.

The intoxication caused by S. aureus is manifested
soon after the ingestion of food contaminated with pre-
formed enterotoxin. The amount of enterotoxin required
to cause disease is not well established, but it is known that
susceptibility depends on the individual, body weight and
especially the health status of the affected person. To form
enterotoxins in sufficient quantity to cause intoxication,
10° to 10° S. aureus cells are required per gram of food®.
The growth of S. aureus and production of enterotoxins
are affected by physical and chemical parameters such as
temperature, pH, water activity, salt concentration and
the availability of oxygen’.

Some species of coagulase-negative staphylococci
(CoNS) can present a medical risk'. Staphylococci
species used in cheese-making are novobiocin-resistant,
coagulase-negative and are not usually identified at
species level by routine laboratories. The high prevalence
of CoNS and their pathogenic potential (existence of
enterotoxigenic and multidrug-resistant strains) have not
been clearly identified, but this is increasingly necessary
for assessing the safety status of the CoNS utilized
in fermented dairy foods'. In a study by Veras et al.?
identifying enterotoxin genes from isolates of CONS and
coagulase-positive staphylococci obtained from dairy
products, CoNS were responsible for 16 outbreaks of
food poisoning in Minas Gerais, Brazil and showed the
ability to produce active toxin.

The staphylococcal enterotoxins are a group of
proteins, with low molecular weight (26 to 30 KDalton)
that are produced during all stages of bacterial growth
in culture, but mainly during the middle and end of
the exponential growth phase". They were named with
alphabetical characters according to the chronological
order in which they were discovered’.

S. aureus produces a wide variety of toxins
including staphylococcal enterotoxins (SEs; SEA to SEE,
SEG to SEI, SER to SET) with demonstrated emetic
activity, and staphylococcal-like (SE/) proteins, which
are not emetic in a primate model (SE/L and SE/Q) or
have yet to be tested (SE/], SE/K, SE/M to SE/P, SE/U,
SE/U2 and SE/V)™. SEs and SE/s have been traditionally
subdivided into classical (SEA to SEE) and new (SEG
to SE/U2) types. All have superantigenic activity and
are encoded by accessory genetic elements, including
plasmids, prophages, pathogenicity islands, genes
located next to the staphylococcal cassette chromosome
(SCC) implicated in methicillin resistance, or by vSa
genomic islands (vSa refers to non-phage and non-
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SCC genomic islands). SEA is the most common
cause of staphylococcal food poisoning worldwide, but
the involvement of other classical SEs has also been
demonstrated. Of the new SE/SE/s, only SEH has clearly
been associated with food poisoning. However, genes
encoding novel SEs as well as SE/s with untested emetic
activity are widely represented in S. aureus, and their role
in pathogenesis may be underestimated'*.

Bacterial detection methods based on PCR
can be utilized to characterize strains that are isolated
and purified by traditional cultivation methods. They
aid in the conventional final stage methods such as the
biochemical and serological confirmations. PCR can
also be utilized to detect food bacteria by applying it
directly to food products, pre-enrichment broth or in the
selective process containing mixed cultivation. It can be
applied after a short step of sample preparation involving
bacterial concentration and rupture®.

The goal of this work was to quantify the
presence of coagulase-positive staphylococcus in minas
frescal cheese acquired from supermarkets in Rio de
Janeiro and to use a Multiplex-PCR (M-PCR) protocol
for the detection of genes that code for the staphylococcal
enterotoxins sea, seb, sec, sed and see in coagulase-positive
and coagulase-negative staphylococci (using the fernA
gene as a positive-control for S. aureus).

MATERIALS AND METHODS

Minas frescal type cheese sample gathering

Thirty samples of minas frescal type cheese,
weighting at least 200 g each and obtained from 10 units
of 3 different commercial brands, were purchased at
supermarkets from the State of Rio de Janeiro, Brazil.
All cheese was made with pasteurized milk, inspected
by the Brazilian sanitization authority and kept under
refrigeration in the supermarkets. Of those, 10 samples were
commercialized in plastic containers, 10 in vacuum-sealed
plastic containers (both types of samples were produced
by lactic acid-direct acidification), and 10 in low density
vacuum sealed polyethylene containers (cheese made by the
ultrafiltration process). The temperature of the supermarket
distribution freezers was analyzed, and the average
temperature measured at the time of sample collection was 8
°C. The samples were transported on ice to the laboratory of
the National Institute for Quality Control in Health (INCQS,
Brazil) and were analyzed before their expiration date.
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Count of coagulase-positive Staphylococcus

Staphylococci isolation and counts of the
coagulase-positive  Staphylococcus were conducted
according to the American Public Health Association'
and Food and Drug Administration'”. Twenty-five
grams of each cheese were homogenized in 225 mL of
Butterfield’s phosphate buffer in a Stomacher (Seward
Medical, Blend 400). The sample dilutions were plated on
Baird Parker agar and incubated at 35 °C for 45-48 h.

For the counts performed in this study, only
coagulase-positive Staphylococcus isolates were used,
according to the Collegiate Directory Resolution n°
127, and Baird-Parker agar (Oxoid) plates with the
same dilution were selected, which presented 20 to 200
dark gray to black circular, smooth, humid colonies,
surrounded or not by a transparent, double or opaque
halo. During counting, two or more types of colonies were
classified, listed and sent for identification separately,
with verification of morphological characteristics using
Gram staining and tests of catalase activity, coagulase
production, thermonuclease production, lysostaphin
sensitivity and anaerobic utilization of glucose and
mannitol.

Table 1 shows counts for 24 samples, since 6 of
them were not tested for the evidence of coagulase due
to timing issues. Therefore these samples (samples 12,
13, 15, 23, 24 and 26) were excluded from the count of
Staphylococcus coagulase-positive.

Table 1. Count of Staphylococcus coagulase-positive

Staphylococci coagulase-

positive/g isolate from Number of samples %
minas frescal cheese with this count

(CFU/g)

<102 10 33,34
>10°/10% 2 6,67
>5x10%/10° 4 13,33
>10%/10* 5 16,66
> 10° 3 10
Not tested 6 20
Total 30 100

Total number of 142 staphylococci coagulase-positive colonies
isolated from 20 samples of minas frescal cheese

M-PCR to detect enterotoxin genes from isolates of
minas frescal cheese

One hundred eleven colonies (104 coagulase-
positive and seven CoNS) were selected for M-PCR in
order to detect the genes that code for the A, B, C, D and
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E enterotoxins and the fernA gene. Those colonies were
isolated from the minas frescal type cheese samples and
randomly selected in a way that the different batches were
analyzed: sample 2 (14 colonies analyzed), sample 3 (15
colonies analyzed), sample 5 (15 colonies analyzed), sample
11 (13 colonies analyzed), sample 21 (7 colonies analyzed),
sample 22 (6 colonies analyzed), sample 25 (9 colonies
analyzed), sample 27 (15 colonies analyzed), sample 28 (8
colonies analyzed) and sample 30 (9 colonies analyzed).

Reference strains

S. aureus ATCC 13565 (sea), ATCC 14458 (seb),
ATCC 19095 (sec), ATCC 23235 (sed) and ATCC 27664
(see) strains were analyzed by M-PCR. All strains possess
the femA gene, wich encodes a precursor protein that
plays a role in peptidoglycan biosynthesis in S. aureus
and is also considered as a factor influencing the level of
methicillin resistance'>'. As an internal positive control
for each reaction, we incorporated primers specifically
designed to amplify fermA, which have been reported by
Mehrotra et al.”” to be specific for S. aureus.

Artificial food contamination

The protocol of artificial food contamination was
designed in this study, based in the protocol designed by
Wang et al.** e Mehrotra et al®.

The sea, seb, sec and sed enterotoxin-producing
reference strains were inoculated in 5 mL Nutrient Broth,
and the see enterotoxin-producing strain was inoculated
in 5 mL Brain Hearth Infusion broth (BHI). The cultures
were incubated for 16-24 h at 35 + 2 °C with agitation.
From these cultures, serial dilutions to 10 were made,
using BHI as diluent. Next, two steps were performed:

1) For each of the 10°to 10? dilutions, aliquots
0f 0.3, 0.3 and 0.4 mL (total of 1 mL) were spread on the
surface of 12 nutrient agar plates. The inoculums were
spread with the help of a Drigalsky spatel. The plates
were then incubated at 35 + 2 °C for 48 h, in an inverted
position. Plates of the same dilution were selected for
colony counting, which presented from 30 to 300 circular,
smooth, humid, light colored colonies. The count of
viable cells of pure cultures inoculated on nutrient agar
plates were on the order of 10> CFU/mL from the 10
dilution, 10! to 10> CFU/mL from the 107 dilution, and 1
to 10" CFU/mL from the 10® and 10 dilutions.

2) Ten Erlenmeyer flasks containing 220 mL of
tryptic soy broth with 0.6% yeast extract (TSBYE)* and 25

grams of frescal minas cheese were used in this step for each
reference strain. Two flasks were inoculated with 1 mL of the
10-°dilution, two flasks with 107 dilution, two flasks with 108
dilution, and two flasks with 10 dilution of each reference
strain, respectively. Two flasks were not inoculated.

The flasks were incubated for 16-24 hat 35+ 2 °C
with agitation (Wrist Action® Skaker. Model 75 - Burrell
— Burrell Corporation Pittsburgh, P.A., USA). After this
period, 100 pL aliquots were removed from each flask
and added to tubes containing 10 mL of TSBYE broth.
The tubes were incubated for 16-24 h at 35 + 2 °C with
agitation.

After the incubation, 100 pL aliquots were
removed from each tube and added to tubes containing
10 mL of TSBYE broth. The tubes were incubated for
16-24 h at 35 = 2 °C with agitation. At the end of the
incubation, DNA was extracted from the cultures and
M-PCR was performed.

Bacterial detection directly from the minas frescal
type cheese

This procedure was originally designed in this
study. It differs from the previously procedure explained,
since this time, this procedure simulates the detection of the
microorganisms directly from the minas frescal type cheese,
without passing through any step of microbial growth.

Six Erlenmeyer flasks were prepared: 1 and
2: containing 220 mL of TSBYE broth, 25 g of minas
frescal type cheese and 1 mL of each of the 24 h bacterial
cultures of the sea, seb, sec and sed enterotoxin-producing
reference strains inoculated previously in 5 mL Nutrient
Broth, and the see enterotoxin-producing strain
previously inoculated in 5 mL Brain Hearth Infusion
broth (BHI) (total 5 mL). 3 and 4 containing: 220 mL
TSBYE broth and 25 g of minas frescal type cheese; and 5
and 6 containing 220 mL of TSBYE broth and 1 mL of the
bacterial cultures of each of the reference strains (total 5
mL). Next, one procedure was performed:

1) Aliquots of 0.5 mL and of 1 mL were removed
from flasks after 24 and 48 h of incubation, for subsequent
DNA extraction and M-PCR.

RESULTS

Count of coagulase-positive Staphylococcus
Thirty samples of minas frescal type cheese were
analyzed of three different brands. Ten cheese samples
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Table 2. Primer sequences, gene location and amplicon size

Gene Sequence (5’/ 3’) Gene location Amplicon size (bp)*

sea GGTTATCAATGTGCGGGTGG 349/368 102
CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 431/450

seb GTATGGTGGTGTAACTGAGC 666/685 164
CCAAATAGTGACGAGTTAGG 810/829

sec AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 432/514 451
CACACTTTTAGAATCAACCG 863/882

sed CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 492/514 278
ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 750/769

see AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 237/257 209
CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC 425/445

il AAAAAAGCACATAACAAGCG 1444/1463 132
GATAAAGAAGAAACCAGCAG 1556/1575

* bp = base pairs / Nucleotide sequences and location genes for sea were obtained from Betley & Mekalanos (1988), for seb from Jones & Khan
(1986), for sec from Bohach & Schlievert (1987), for sed from Bayles & Iandolo (1989), for see from Couch, Soltis & Betley (1988) and for femA

from Berger-Bachi et al.(1989).

(33.34%, numbered 6, 7, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 19 and 20)
showed counts of coagulase-positive Staphylococcuslower
than 10? CFU/g, and were from vacuum sealed plastic
containers. Six samples (20% of the total of samples) were
not tested for counts of coagulase-positive Staphylococcus
as explained above in the materials and methods.

The samples of minas frescal type cheese
number 11 and 15 (6.67%) had coagulase-positive
Staphylococcus counts of 5 x 10> CFU/g in accordance
to the limits established by RDC 127. However, 40% of
the samples were in violation of the limit established
by legislation, which, according to Jablonski et al.,
is enough for enterotoxin production. The results
of count of Staphylococcus coagulase-positive in the
minas frescal type cheese samples are showed in
Table 2.

M-PCR to detect enterotoxin genes from isolates of
minas frescal type Cheese

Of the 111 colonies that were isolated and
selected for M-PCR for genes of the sea, seb, sec, sed, see
enterotoxins and femA, 104 were coagulase-positive and
seven were CoNS.

Once hundred and eleven colonies isolated from
cheese samples were analyzed by M-PCR, and 34 (30.62%)
were positive for at least one of the five enterotoxin genes
(Table 3).

From seven CoNS analyzed by M-PCR, four were
negative for all genes analyzed, one was positive for femA
and sed, and two were positive only for sed.

None of the strains contained the sec and see genes.
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Table 3. Staphylococcus spp. enterotoxin genes from 111 isolated
colonies and selected for Multiplex-PCR

Gene Number of colonies %
femA 39 35,14
femA + sea+ seb 15 13,51
Sea 5 4,50
sea + seb 9 8,11
Sed 2 1,80
femA + sed 3 2,70
Neither 38 34,24
Total 111 100

Artificial Food Contamination

In the second stage of the artificial contamination,
in which approximately 10 to 100 CFU/mL of each of
the strains were inoculated to samples of minas frescal
type cheese, and there were two incubation periods with
TSBYE, the M-PCR was negative. Of the six target genes,
only the enterotoxin D gene was amplified; the viable
cell count was approximately 2.0 to 2.7 x 10> CFU/mL.
Therefore, the sensitivity of M-PCR for this gene was
from 10 to 100 cells.

DNA was extracted from cultures using a Qiagen
kit and the protocol of Wang et al.”” The best method
of extraction after artificial contamination was with the
Qiagen kit, because it facilitated standardization.

Bacteria detection directly from the minas frescal type
cheese

The amplification products of M-PCR for direct
detection of bacteria on minas frescal type cheese were
ineffective in the amplification of all target genes (sea,
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seb, sec, sed, see and femA). These data showed that for
minas frescal type cheese it is necessary to first isolate

coagulase-positive Staphylococcus colonies and then
proceed to DNA extraction and M-PCR.

DISCUSSION

From the 30 minas frescal type cheese samples
analyzed, 12 (40%) showed Staphylococcus coagulase-
positive counts above the maximum limits (5 x 10?
CFU/g) allowed by ANVISA’. These counts are similar
to those found by Carmo et al.*?, Almeida Filho et al.?,
Loguercio and Aleixo” and Aradjo et al.” Furthermore,
10% of the samples showed values that are near the zone
of enterotoxin production that initiates staphylococcal
food poisoning. Carvalho et al.’ evaluated the influence
of three different cheese-making processes on the
physicochemical characteristics and the microbiological
quality of Brazilian minas frescal type cheese. For
coagulase-positive staphylococcal strains, the cheeses
produced by the traditional addition of a lactic culture
represented the worst case, with 12.9% of the samples
showing more than 10° CFU/g (the maximum acceptable
limit established by the Brazilian regulations for the
process of addition of a lactic acid culture’) followed by
the cheeses made by direct acidification (9.7% above the
acceptable limit of 5x10* CFU/g).

In Carvalho et al’, only the cheeses produced
by the use of ultrafiltration showed negative results,
probably due to the closed system process with no
handling after pasteurization. In our study, we found
similar results; samples from vacuum-sealed plastic
containers, which are also produced by the ultrafiltration
process, were negative for staphylococcal contamination.
The contamination of post-pasteurization, production,
manipulation, and equipment, as well as inadequate
temperature during the transportation and storage of
cheese and the use of raw milk are all possible causes
of the presence of staphylococcal contamination in the
minas frescal type cheeses’.

Two protocols were utilized for the DNA
extraction, one using a Qiagen Kit and the other
according to Wang et al.*® Both methods were efficient,
but the chosen method was the Qiagen Kit because it
facilitated standardization.

The results of the artificial contamination and
the bacterial detection directly from the minas frescal

type cheese showed that it is necessary to isolate the
coagulase-positive  staphylococcal ~colonies  before
DNA extraction for this food matrix. In the Artificial
Food Contamination experiments (Sensibility Test and
Live Bacteria Detection), the M-PCRs were negative,
and nonspecific amplicons were found in the bacteria
detection directly from the minas frescal type cheese.
In the artificial contamination and bacteria detection
directly from the minas frescal type cheese, the five
strains were inoculated together in the TSBYE broth. The
M-PCR results were negative, and this could be due to
growth interference among the strains.

This result is in disagreement with Ercolini et
al.** who detected the enterotoxin SEG and SEH genes
by PCR directly from artificially contaminated raw
milk. They also tested samples (with PCR) of artificially
contaminated raw milk that were incubated for 24 to 48
h for culture enrichment. The results showed that after
48 h enrichment, all target genes (sec, seg, seh and sei)
were amplified. However, results similar to those of our
study were found by McLauchlin et al.* for artificially
contaminated samples of canned mushroom soup, cream,
cottage cheese, mozzarella cheese, fat cheese and sliced
ham. In that study, the detection of enterotoxin genes
was weak or was not obtained in the four dairy products
(different types of cheese and cream).

PCRbased analytical methods for ascertaining the
occurrence of pathogenic or toxigenic microorganisms
in food are widely recognized as capable of decreasing
detection time and increasing specificity and sensitivity*.
Unfortunately, large sample volumes (225 mL or g)
compared with small amplification volumes (10-50
uL), residual food components that inhibit enzymatic
reactions (e.g., calcium ions and protein®, low levels of
contaminating pathogens, and the presence of competitive
microbiota that may interfere with amplification and
detection reactions, have been consistent stumbling
blocks to the widespread use of nucleic acid amplification
for pathogen detection in food”). PCR has often been
used for direct detection of Staphylococcus aureus in
milk and cheeses?®?, but none of these approaches are
ideal, and in many cases, a technique optimized for one
food system or microorganism is not readily adaptable to
others®-'.

The original protocol for M-PCR by Mehrotra
et al."” has several alterable parameters (i.e., annealing
temperature, extension time, dANTP concentration,
primers, MgCl, and polymerase concentration). In this
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work, the annealing temperature was decreased by 5 °C
to 52 °C for the amplification of the six bands. The same
situation was reported by Najera-Sanchez et al.*> who
tested various anneling temperatures. In that work they
observed that low annealing temperatures (48 °C to 50
°C) resulted in reduced sensitivity and specificity of the
target gene because of competition between nonspecific
components of the reaction.

Regarding the M-PCR for the detection of
enterotoxins in the 111 isolates from minas frescal type
cheese, 34 (30.62%) were positive for at least one of
the five enterotoxin genes studied. These results are in
accordance with Veras et al.", in which 15 coagulase-
positive and 15 CoNS isolates from food poisoning
outbreaks in Minas Gerais, Brazil were tested by PCR to
detect enterotoxin genes. Veras et al.'’? found that among
the 30 selected isolates, 21 harbored enterotoxin genes.
Within this group, 38% amplified only sea, 29% amplified
only seb, and 24% amplified both sea and seb. Genes for
sec and sed (either alone or concomitantly) were detected
with low frequency.

Borges et al’ evaluated staphylococcal
contamination and their enterotoxins in a coalho type
cheese production line using an ATP bioluminescence
assay. They used a VIDAS Kit Staph enterotoxin II
(BioMérieux SA, Marcy-IEtoile, France) kit and mini
VIDAS' equipament to detect enterotoxins in four
samples of food, pasteurized milk, raw milk, curd and
cheese. The staphylococcal enterotoxins were detected in
20% of the raw milk samples and therefore in pasteurized
milk, curd and cheese.

Rall et al.*? aimed to analyze the frequency of
genes encoding the staphylococcal enterotoxins SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI and SEJ in S. aureus
strains isolated from raw or pasteurized bovine milk. In
the 57 strains studied, the sea gene, coding for enterotoxin
A, was the most frequently found (16 strains, 41%),
followed by sec (8 strains, 20.5%), sed (5 strains, 12.8%),
seb (3 strains, 7.7%) and see (2 strains, 5.1%). Among
the genes encoding the other enterotoxins, seg was the
most frequently observed (11 strains, 28.2%), followed
by sei (10 strains) and seh and sej (3 strains each). Rall
et al.*® showed that with the recent identification of new
SEs, the perceived frequency of enterotoxigenic strains
has increased, suggesting that the pathogenic potential
of staphylococci may be higher than previously thought.
Rall et al.®, 39 (68.4%) strains were positive for the
presence of at least one SE gene, but that number would
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drop to 31 (52.5%) if only the classical enterotoxins (sea
to see) were considered. Regardless, in our study, the
M-PCR performance for five staphylococcal enterotoxins
detections (A, B, C, D, E) provided rapid results and
detected the potential risk of staphylococcal food
poisoning.

In this work, the complementary test used for
Staphylococcus colony identification was the M-PCR
with S.aureus specific femA gene amplification. This gene
encodes an essential factor for the resistance to methicillin
and is universally present in all strains of S. aureus".
Interestingly, femA appears to be a unique feature of S.
aureus; it is not found in other Staphylococcus species'®*,
but in this study, we found one coagulase-negative colony
that was positive for the femA and sed genes. In Veras et
al."%, 15 CoNS were examined by PCR for the presence of
the femA and coa genes. Isolates that amplified coa were
considered to be coagulase-positive and there were three
CoNS isolates in wich the PCR detection of femA did
occur.

Vannuffel et al.'® showed that homologous genes
for femA are present in S. aureus and in certain isolates
of CoNS strains as well. Indeed, a femA homologous
gene was characterized in S. epidermidis, entailing
the possibility of femA phylogenetic conservation in
staphylococcal species. The genomic organization
of all these fernA genes appeared highly conserved,
with alternation of homologous and variable regions.
Homology of the nucleic acid sequence in that study
ranged from 75.1% to 78.3% among the S. aureus and
CoNS analyzed. In our study, the coagulase type of
the isolates was determinated only by biochemical, not
molecular, methods (i.e. detection of the coa gene).

With respect to the detection of the femA gene,
57 (51%) of 111 colonies analyzed amplified this gene.
The fact that 49% did not amplify fermA may indicate that
these 54 colonies are not S. aureus. Borges et al.” detected
twelve Staphylococcus species within the selected 68
isolates, nine being negative and three positive for
coagulase. In cheese, six species were identified among 16
isolates, with the prevalence of 37.5% for S. epidermidis,
25% for S. xylosus, 18.8% for S. aureus, 6.2% for S. cohnii,
6.2% for S. haemolyticus and 6.2% for S. lentus. There was
a high frequency (81.3%) of CoNS and a low frequency
(18.7%) of coagulase-positive species in the samples. S.
aureus was found in 12% of the cheeses analyzed.

From seven CoNS analyzed by M-PCR, four were
negative for all genes analyzed, one was positive for fernA
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and sed and two were positive only for sed. Indeed, several
studies have shown that some CoNS species possess
the genes for SE and can produce functional toxin'. In
Veras et al.'?, five of the CoNS isolates were genotypically
and phenotypically enterotoxigenic, and these isolates
displayed the ability to produce active toxin capable
of detection by immunological methods. The CoNS
present in minas frescal type cheese have the potential
to produce enterotoxins and because of this, it would be
interesting to include these groups of microorganisms
in the Collegiate Directory Resolution no. 12 for greater
protection of consumers of this type of food.
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RESUMO

A susceptibilidade antimicrobiana de isolados de Escherichia coli, (36), Staphyloccocus coagulase positiva
(15) e Salmonella spp. (16) provenientes de queijos coalho comercializados na orla de Salvador (BA)
foi avaliada pelo método de difusdo. Os antibidticos testados foram amplicilina (AMP), amoxicilina/
acido clavulanico (AMC), cefalotina (CFL), cefotaxima (CTX), levofloxacina (LVX), ciproflaxina (CIP),
norfloxacina (NOR), clorafenicol (CLO), tetraciclina (TET), nitrofurantoina (NIT), gentamicina (GEN),
sulfametoxazol-trimetropim (SUT), eritromicina (ERI) e oxacilina (OXA). Todos os isolados de E. coli
apresentaram susceptibilidade aos antibiéticos CIP, CTX, LVX, NOR, TET e SUT, enquanto 10 mostraram-
se resistentes a AMP, GEN, AMC, CLO, NIT e CFL, sendo uma delas resistente a quatro antibiéticos. Os
isolados de Salmonella entérica subsp. enterica, sorovares: Hadar (7), Newport (6), Ohio (2) e Oranienburg
(1) foram susceptiveis aos antibioticos CLO, CIP, LVX, CTX, SUT, GEN e NOR. S. Oranienburg mostrou-se
multirresistente a quatro antibidticos. Para Staphyloccocus coagulase positiva NIT, TET, CLO e SUT foram
eficazes; no entanto, verificou-se resisténcia a GEN, OXA (13,3%) e a ERI (26,7%). Os resultados apontam
que os antibidticos de uso comum em terapéutica humana e veterindria ndo foram eficazes contra os
micro-organismos testados, tornando essencial a adogdo de medidas para controlar o uso indiscriminado
na terapéutica humana e animal e, consequentemente, reduzir o aparecimento de resisténcia.
Palavras-chave. susceptibilidade antimicrobiana, método de disco-difusdo, queijos artesanais, Escherichia
coli, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella spp.

ABSTRACT

The susceptibility of Escherichia coli (36), Staphylococcus coagulase positive (15) and Salmonella spp. (16)
isolated from curdle cheese commercialized on the coast of Salvador-BA, was assayed by the disk diffusion
method. The antibiotics tested were ampicillin (AMP), amoxicillin/acid clavulanate (AMC), cephalothin
(CFL), cefotaxime (CTX), levofloxacin (LVX), ciprofloxacin (CIP), norfloxacin (NOR), chloramphenicol
(CLO), tetracycline (TET), nitrofurantoin (NIT), gentamicin (GEN), trimethoprim-sulfamethoxazole
(SUT), erythromycin (ERI) and oxacillin (OXA). All strains of E. coli were susceptible to CIP, CTX, LVX,
NOR, TET and SUT, while 10 strains were resistant to AMP, GEN, AMC, CLO, NIT and CFL, one of
them being resistant to four antibiotics. The strains of Salmonella enteric subsp. enteric (7), Newport (6),
Ohio (2) and Oranienburg (1) were sensitive to antibiotics CLO, CIP, LVX, CTX, SUT, GEN and NOR.
Salmonella Oranienburg was found to be multiresistant to four antibiotics. For Staphylococcus coagulase
positive NIT, TET, SUT and CLO were effective. However some of them were resistant to GEN, OXA
(13.3%) and to ERI (26.7%). Results indicate that antibiotics used in human therapeutic and veterinarian
were not effective against some studied microorganisms, making it essential the adoptions of measures to
control the indiscriminate use in therapeutic in humans and animals, to reduce the resistance.
Keywords. susceptibility, disk diffusion method, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positive,
Salmonella spp.
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INTRODUCAO

Entende-se por comida de rua os alimentos
e bebidas vendidos em vias publicas, prontos para o
consumo imediato ou posterior e que ndo requerem
outras etapas de preparo, incluindo frutas. Os alimentos
de rua asseguram o fornecimento de preparagdes tipicas,
preservando a culturalocal e 0 atendimento a turistas. Em
Salvador (BA), a comida de rua configura-se como parte
da histdria e da cultura. Nas praias, de modo marcante, a
venda da comida de rua constitui também uma realidade
de trabalho para criancas e adolescentes e representa um
problema de saude publica, pois, salvo algumas excegoes,
os alimentos sdo preparados e vendidos sem as minimas
condigoes de higiene, podendo conter micro-organismos
contaminantes e potencialmente patogénicos, colocando
em risco a saude de quem os consome"?.

Entre os alimentos comercializados por este
grupo de vendedores, o queijo coalho é um dos mais
apreciados, ainda que a maijor parte desse produto
tenha sua origem vinculada a fabricagdo artesanal, em
numerosas unidades de producéo caseira e propriedades
rurais de pequeno porte. Por ser elaborado a partir de leite
nao pasteurizado e sem os devidos cuidados de higiene,
o queijo coalho nao apresenta seguranga microbioldgica
e padronizacio da qualidade e considera-se que as
condicdes de sua comercializagdo nas praias, exposto a
radiagao solar por longo tempo, agravam, ainda mais, a
sua condi¢do sanitaria, potencializando riscos a saude
publica’®.

Nesta perspectiva, o comércio de alimentos em
vias publicas tem recebido, atualmente, grande atencao
das autoridades e organizagdes internacionais, que
concentram esfor¢os na analise dos impactos econdmicos,
sociais e sanitarios dessa atividade’.

Em se tratando do comércio informal do
leite e derivados, muitos micro-organismos tém sido
evidenciados, entre eles Escherichia coli, Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus, que indicam condigoes higiénico-
sanitarias insatisfatorias e consistem em perigos para a
saude da populagdo que os consome®.

Considerando a importancia epidemioldgica
que representa a identificagdo de patégenos causadores
de processos infecciosos no homem, em termos de
clinica e terapéutica, o teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos  (antibiograma) assume  grande
relevincia para a saide publica’.
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De acordo com Katsunuma et al.'>, Manges et
al."', Ramchandani et al.'? e Shiraki et al.”’, a emergéncia
da resisténcia aos antimicrobianos ¢ mais um fator de
preocupacdo para o estabelecimento e a manutencio
de doencas na populagdo. Trabalhos tém mostrado que
cepas multirresistentes a drogas isoladas de humanos
sao clones de micro-organismos isolados de animais
e vegetais que carreiam genes para resisténcia aos
principais antibidticos utilizados para o tratamento dos
doentes'*">. A utilizagdo dos antimicrobianos gerou
grande otimismo em relagdo a prevengdo e ao tratamento
dos processos infecciosos. Entretanto, o uso exagerado
e nem sempre criterioso e racional dos antibidticos e
quimioterapicos trouxe dificuldades, sendo a maior delas
representada pela progressiva resisténcia bacteriana as
drogas'.

Esta é uma situagdo preocupante, haja vista
que, na producdo animal, sdo utilizadas muitas drogas
antimicrobianas e que exercem pressio de selecdo
sobre os micro-organismos. Ao consumir alimentos de
origem animal ou vegetal, pode-se contrair estas cepas
resistentes dificultando o tratamento!. Dessa maneira,
a seguranc¢a dos alimentos constitui uma preocupagdo
para os consumidores e para 6rgdos responsaveis pela
saide publica, uma vez que produtos disponiveis para
comercializacdo podem representar um risco a saude,
se nao forem seguidos, com rigor, cuidados higiénico-
sanitarios durante o processo de produgdo®’.

Segundo Soares et al.’%, o fenomeno da resisténcia
inclui uma variedade de micro-organismos e de drogas,
sendo um fendmeno global. Para a saude publica, as
consequénciasdofenomenodaresisténciasdogigantescas,
posto que restringem as opgdes terapéuticas; além disso,
registra-se que grandes companhias farmacéuticas
tém limitado os investimentos na descoberta de novos
farmacos.

Neste contexto, tendo em vista a posicdo
relevante das bactérias na escala da etiologia das doengas
infecciosas, a resisténcia bacteriana aos antibidticos
merece destaque.

Com base nestes aspectos, o presente
trabalho visou estudar o perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos de isolados de Escherichia coli,
Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp.
obtidos de amostras de queijo coalho comercializados na
orla de Salvador (BA).
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MATERIAL E METODOS

Para a caracterizagao do perfil de susceptibilidade
a diferentes antimicrobianos, foram utilizados isolados
de Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva e
de Salmonella spp., provenientes de amostras de queijo
coalho cruas e assadas, coletadas em praias da cidade de
Salvador (BA), em estudo prévio®.

Os isolados estavam armazenados em tubos tipo
eppendorf, em meio de cultura BHI (Brain heart infusion
broth), sob temperatura de refrigeracdo (8 °C a 10 °C)
por 30 dias, com repiques a cada 15 dias.

Sessenta e sete isolados foram submetidos aos
testes de susceptibilidade, compreendendo 36 de E. coli,
16 de Salmonella spp. e 15 de Staphylococcus coagulase
positiva. Os isolados foram ativados em meio de cultivo
TSA (Trypticase Soy Agar), utilizando-se a técnica do
esgotamento, e incubados a 35 °C por 24 horas. Apds
este periodo, foi realizada uma reativagao, utilizando-se
o mesmo meio de cultivo (TSA) e inoculando-se uma
coldnia isolada da placa anterior.

Em seguida, os isolados bacterianos foram
submetidos a determinagdo do perfil qualitativo de
resisténcia a antimicrobianos, por meio do método de
difusdao de discos de antibidticos®, utilizando-se agar
Mueller-Hinton. O método consistiu em obter um indculo
bacteriano contendo 10°® UFC/mL, correspondente ao
padrao 0,5 da Escala de MacFarland®. Dessa maneira,
cada cepa testada foi inoculada em tubos contendo 5 mL
de solugao salina a 0,85%, com o uso de al¢a de platina,
previamente flambada, em quantidade suficiente para a
obten¢do da turvagdo padrio 0,5 da referida escala. Com
o auxilio de “swab” estéril, a cultura foi semeada em placas
de Petri contendo agar Mueller-Hinton até a obtencao de
um esfregaco uniforme. Apds a secagem do esfregaco,
aplicou-se na superficie do meio de cultura, com o
auxilio de uma pinga estéril, discos com os antibidticos
escolhidos, de acordo com a recomendacdo da “Clinical
and Laboratory Standards Institute”, sendo, em seguida,
as placas incubadas a 37 °C por 24 horas.

Para caracteriza¢ao do perfil de suscetibilidade
aos antibidticos dos isolados de E. coli e Salmonella
spp., foram utilizados discos comerciais dos seguintes
antibioticos: ampicilina 10 pg (AMP), cefalotina 30
ug (CFL), cefotaxima 30 pg (CTX), gentamicina 10 pg
(GEN), tetraciclina 30 pg (TET), cloranfenicol 30 pg
(CLO), sulfametoxazol/ trimetoprim 1,25/23,75 ug
(SUT), ciprofloxacina 5 pg (CIP), amoxicilina/acido

clavulanico 20/10 pg (AMC), nitrofurantoina 300 pg
(NIT), levofloxacina 5 ug (LEV) e norfloxacina 10 ug
(NOR). Para os isolados de Staphylococcus coagulase
positiva, foram utilizados discos comerciais dos seguintes
antibidticos: oxacilina 1 pg (OXA), gentamicina 10
ug (GEN), tetraciclina 30 pg (TET), norfloxacina 10
pg (NOR), sulfametoxazol/trimetoprim 1,25/23,75 pg
(SUT), cloranfenicol 30 pg (CLO), nitrofurantoina 300
ug (NIT) e eritromicina 15 pg (ERI).

A leitura dos resultados da susceptibilidade
aos antimicrobianos foi realizada medindo-se (em
milimetros) o tamanho dos halos de inibicio do
crescimento bacteriano com uma régua, sendo a cepa
bacteriana classificada em resistente, intermediaria ou
sensivel em funcdo do didmetro da zona de sensibilidade
padrao estabelecida para cada antimicrobiano®?', em
sistema de duplicata, em diferentes momentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 registra os perfis de susceptibilidade
aos antimicrobianos encontrados para E. coli. Como
se nota, todos os isolados de E. coli (36) apresentaram
susceptibilidade aos antibidticos CIP, CTX, LVX,
NOR, TET e SUT. Um total de 10 (27,78%) mostrou-se
resistente a um ou mais dos seguintes antibioticos: AMP,
GEN, AMC, CLO, NIT e CFL, sendo um deles resistente
a quatro antibidticos (AMP, GEN, CLO e CFL).

E. coli isoladas de alimentos tém apresentado
multirresisténcia antimicrobiana*?. Trabalho
desenvolvido por Montelli e Sadatsune'® revelou que
amostras de enterobactérias produtoras de betalactamase
de espectro estendido, principalmente Klebsiella
pneumoniae e E. coli, podem ser clinicamente resistentes a
terapéutica com penicilinas, cefalosporinas (ceftriaxona,
cefotaxima e ceftazidima) ou aztreonam, mesmo quando
ocorrer “aparente” sensibilidade ao antibiograma a
algumas destas drogas.

Costa et al.* avaliaram a presenca, o perfil de
patogenicidade e de susceptibilidade aos antimicrobianos
de amostras de E. coli isoladas de produtos carneos
comercializados em estabelecimentos do municipio
de Petrolina (PE). Os resultados demonstraram perfis
semelhantes aos obtidos no presente estudo, com
alta susceptibilidade dos isolados aos antibidticos
ciprofloxacina, gentamicina, sulfazotrin, nitrofurantoina,
4cido nalidixico, amicacina e ceftriaxona.

261



Guimaraes AG, Cardoso RCV, Azevédo PF, Meneses RB. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas de queijos coalho.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(2):259-65.

Tabela 1. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Escherichia coli oriundos de amostras de queijo coalho coletadas em praias

da cidade de Salvador (BA)

SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
ANTIBIOTICOS Neisolados % Neisolados % Neisolados %
Ampicilina 15 41,7% 16 44,4% 05 13,9%
Gentamicina 35 97,2% 0 - 01 2,8%
Cloranfenicol 26 75,0% 04 11,1% 05 13,9%
Tetraciclina 36 100% 0 - 0 -
Ciprofloxacina 36 100% 0 - 0 -
Cefotaxima 36 100% 0 - 0 -
Norfloxacina 36 100% 0 - 0 -
Levofloxacina 36 100% 0 - 0 -
Cefalotina 17 50,0% 14 38,9% 04 11,1%
Nitrofurantoina 26 75,0% 07 19,4% 02 5,6%
Sulfametoxazole/ Trimetoprim 36 100% 0 - 0 -
Amoxicilina/Acido clavulanico 34 94,4% 01 2,8% 01 2,8%

Tabela 2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Salmonella spp. oriundos de amostras de queijo coalho coletadas em praias

da cidade de Salvador (BA)

. SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
ANTIBIOTICOS Ne isolados % Ne isolados % Ne isolados %
Ampicilina 15 93,7% 0 - 01 6,2%
Gentamicina 16 100% 0 - 0 -
Cloranfenicol 16 100% 0 - 0 -
Tetraciclina 14 87,5% 0 - 02 12,5%
Ciprofloxacina 16 100% 0 - 0 -
Cefotaxima 16 100% 0 - 0 -
Norfloxacina 16 100% 0 - 0 -
Levofloxacina 16 100% 0 - 0 -
Cefalotina 15 93,7% 0 - 01 6,2%
Nitrofurantoina 04 25,0% 06 37,5% 06 37,5%
Sulfametoxazol/ Trimetoprim 16 100% 0 - 0 -
Amoxicilina/Acido clavulanico 15 93,7% 0 - 01 6,2%

Para os isolados de Salmonella enterica subsp.
enterica sorovaresHadar (7), sorovar Newport (6), Ohio (2)
e Oranienburg (1), os antibidticos CLO, CIP, LVX, CTX,
SUT, GEN e NOR, foram 100% eficazes. O NIT foi o que
apresentou maior resisténcia frente as cepas, das quais 37,5%
(6) mostraram-se resistentes e somente 25% (4) sensiveis.
Os demais antibidticos tiveram eficicia entre 93,75% a
87,5%. S. Oranienburg mostrou-se multirresistente a quatro
antibioticos (AMP, AMC, NIT e CFL). A Tabela 2 descreve
os perfis de susceptibilidade encontrados para estes isolados.

Tavechio et al® avaliaram o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos de 131 cepas de
Salmonella Enteritidis (SE) (92 de origem humana e 39
de ndo humana), verificando a ocorréncia de isolados
multirresistentes. Dos isolamentos de origem nao
humana, 23,1% foram resistentes a uma droga, 2,6% a
duas e 2,6% a quatro, representando um grande problema
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de saude publica, visto o curto periodo de tempo que esse
sorotipo prevalecia no Estado de Sao Paulo.

Em estudo referente a oito cepas de Salmonella
spp. isoladas a partir de queijo tipo coalho comercializado,
no periodo de janeiro a maio de 1997, em Recife (PE), os
autores encontraram 12,5% delas resistentes a ampicilina
e 25,0% a tetraciclina. Além destas, foram também
relatadas 12,5% de resisténcia frente ao sulfazotrim
(Sulfametoxazol/Trimetoprim) e 12,5% a amicacina®.
Os valores de resisténcia observados para os antibidticos
ampicilina e tetraciclina representam o dobro dos
achados no presente estudo. Para o sulfazotrim, diferente
do encontrado pelos autores, nao foram observadas cepas
resistentes neste estudo. A amicacina nao foi testada.

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana
em bactérias zoonoticas, como Salmonella spp., constitui
um risco a saude publica e animal, podendo comprometer
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Tabela 3. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados de Staphylococcus coagulase positiva oriundos de amostras de queijo coalho

coletadas em praias da cidade de Salvador (BA)

SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
ANTIBIOTICOS Ne isolados % Ne isolados % Ne isolados %
Gentamicina 13 86,7% 0 - 02 13,3%
Cloranfenicol 15 100% 0 - 0 -
Tetraciclina 15 100% 0 - 0 -
Eritromicina 11 73,3% 0 - 04 26,7%
Norfloxacina 14 93,3% 01 6,7% 0 -
Oxacilina 13 86,7% 0 - 02 13,3%
Nitrofurantoina 15 100% 0 - 0 -
Sulfametoxazol/ Trimetoprim 15 100% 0 - 0 -

o tratamento com antimicrobianos, no que se refere a
dificuldade da escolha terapéutica em certas infecgoes,
bem como a necessidade do uso de drogas mais onerosas.
Portanto, as observacdes de resisténcia enfatizam a
necessidade de um uso prudente e critico dos mesmos,
buscando a prevenc¢do da emergéncia e da disseminagio
de micro-organismos resistentes®.

Os resultados para os isolados de Staphylococcus
coagulase positiva mostraram que os antibi6ticos NIT,
TET, CLO e SUT foram eficazes frente todas as cepas,
todavia, algumas delas foram resistentes a GEN, OXA e
ERI (Tabela 3).

O perfil de resisténcia desse micro-organismo
ao antibidtico Oxacilina tem recebido destaque devido a
importancia do S. aureus Oxacilina Resistente (ORSA),
que vem aumentando a partir da década de 1980, sendo
considerado, atualmente, o maior problema clinico e
epidemioldgico em infecgdes hospitalares?.

Considerado um patégeno tradicionalmente
hospitalar, seu reservatorio, modo de transmissao, fatores
de risco e perfil de resisténcia aos antimicrobianos sdo bem
conhecidos, com estabelecimento de medidas de preven¢ao
baseadas nestes dados. No entanto, na década de 1990,
observou-se um aumento na preocupacao em relagao
a extensdo pela qual estes micro-organismos estavam
sendo disseminados para fora do ambiente hospitalar e,
sobretudo, envolvendo pessoas sem fatores de risco®.

Os dados do presente estudo apontam que alguns
antibioticos, tais como gentamicina e eritromicina, de uso
comum em terapéutica humana e veterindria, ndo foram
eficazes contra algumas cepas de E. coli, Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella spp. isoladas dos queijos
coalhos analisados.

Pesquisa realizada por Rapini et al.*, com o
objetivo de avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana
de cepas de Staphylococcus spp. isoladas de queijo tipo
coalho comercializados em praias nordestinas, frente

a oito antibidticos utilizados em medicina humana e
veterindria (penicilina G 10 Ul, gentamicina 10 g,
eritromicina 15 pg, tetraciclina 30 pg, sulfazotrim 25
pg, oxacilina 1 pg e cefalotina 30 pg) e vancomicina 30
ug) revelou elevada frequéncia de resisténcia das cepas
testadas. Em comparagdo ao presente estudo, verifica-se
semelhanga nos perfis de susceptibilidade, principalmente
a gentamicina e eritromicina, que revelaram os maiores
indices de resisténcia (71,1% e 60%, respectivamente).
De maneira semelhante, Freitas et al.’!, em estudo que
buscou avaliar a sensibilidade antimicrobiana de cepas
de Staphylococcus spp. isoladas de carcagas de frango
comercializadas em Recife, encontraram altos valores de
resisténcia para a eritromicina, tendo este se mostrado o
antibidtico menos eficaz, com 74,4% de cepas resistentes.
Estes altos percentuais de resisténcia a eritromicina
podem ser justificados pelo fato de que os macrolideos
apresentam um espectro de agdo intermedidrio, agem
inibindo a sintese proteica bacteriana e, assim, a
resisténcia cromossdmica desenvolve-se facilmente?**.

Costa, Lima e Rabelo®, em estudo com 20
isolados de Staphylococcus coagulase positiva oriundos
de amostras de queijo “tipo coalho’, observaram que
60% deles foram resistentes a este agente, mostrando
um percentual de resisténcia superior ao encontrado no
presente estudo.

Bactérias resistentes a antibidticos preocupam,
uma vez que, no trato gastrointestinal do homem, elas
podem transferir genes de resisténcia antimicrobiana a
outras bactérias da propria espécie ou de espécies nao
relacionadas, patogénicas ou nao*.

Ressalta-se, por fim, que a resisténcia
antimicrobiana resulta em aumento de morbidade,
mortalidade e custos a satde, sendo consenso global que
o uso irracional e abusivo de antibioticos, terapéutico
ou profilaticamente, contribuiu para a ascensdo desta
resisténcia®.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciaram indices relevantes
de isolados bacterianos que se mostraram resistentes aos
antimicrobianos testados, incluindo E. coli e Salmonella
spp. resistentes a quatro diferentes antibidticos, ou seja,
bactérias consideradas multirresistentes. Os isolados
de Staphylococcus coagulase positiva foram os que
mais se apresentaram susceptiveis frente a maioria dos
antimicrobianos testados.

Considerando o grande consumo do queijo
de coalho, a contaminagdo microbiologica descrita
na literatura e neste estudo, bem como a resisténcia
identificada, salienta-se a preocupagdo na perspectiva da
saude publica, tendo em vista os riscos potencias a que os
consumidores estdo expostos.

Por fim, embora os resultados do presente estudo
naoretratemespecificidadesdacadeia produtivaeexpressem
dados apenas do produto em pontos de comercializagio,
cabe sinalizar a importancia de que medidas sejam adotadas
para controle do uso indiscriminado de antibidticos no
tratamento terapéutico dehomens eanimais, a fim de reduzir
o aparecimento de bactérias resistentes. Outrossim, refor¢a-
se a necessidade de investigagdes que possam elucidar o
fendmeno da susceptibilidade aos antimicrobianos, ao
longo da cadeia leiteira.
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RESUMO

Neste trabalho foi realizado o isolamento de Staphylococcus spp. de queijo minas frescal, e para esta
finalidade foi padronizado um protocolo multiplex PCR (M-PCR) para efetuar a detec¢do de genes de
enterotoxinas classicas (sea, seb, sec, sed e see) de Staphylococcus aureus, usando-se o gene femA como
controle positivo para cepas de S. aureus. Foi testada a detecgdo direta de bactérias de amostras de queijo
minas frescal e do alimento artificialmente contaminado. Cento e onze colonias (104 coagulase-positivas
e sete coagulase-negativas) foram selecionadas e analisadas por M-PCR e, dentre essas, 34 coldnias
(30.62%) foram positivas para pelo menos um dos cinco genes de enterotoxinas analisados. Os genes que
codificam as enterotoxinas sea e seb foram os mais frequentemente detectados. O estudo de isolamento de
estafilococos coagulase-positivos revelaram que 40% das amostras demonstraram contagens bacterianas
acima do limite considerado como aceitavel pela legislagdo brasileira.

Palavras chave. PCR, Staphylococcus, queijo.

ABSTRACT

This work aimed at isolating Staphylococcus spp. from minas frescal type cheese, and for this purpose a
Multiplex PCR (M-PCR) was standardized for detecting the classical Staphylococcus aureus enterotoxin
genes (sea, seb, sec, sed and see), using the fernA gene as a positive control for S. aureus strains. Bacterial
detection directly from the minas frescal type cheese and from artificially contaminated food was tested.
One hundred eleven colonies (104 coagulase-positive and seven coagulase-negative) were selected
for performing M-PCR assay. Thirty-four colonies (30.62%) were positive for at least one of the five
enterotoxin genes analyzed; enterotoxins sea and seb were the most frequently detected. The study on
Staphylococci coagulase-positive samples revealed that 40% of the samples showed bacterial counts above
the limit established by Brazilian legislation.

Keywords. PCR, Staphylococcus, cheese.
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INTRODUCAO

O leite bovino constitui a base da alimentag¢do nos
primeiros anos de vida e se caracteriza por ser um dos
principais produtos agropecuarios brasileiros, porém, sio
necessarias melhorias da qualidade nos processos para
que problemas de seguranga alimentar sejam evitados'.

Um sistema de seguranca alimentar em que
uma organizagdo na cadeia produtiva demonstre sua
habilidade em controlar os perigos envolve as Boas Praticas
de Fabricagdo (BPFs) ou Programas de Pré-Requisitos
(PPRs) do sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) de acordo com os principios
estabelecidos pela Comissao do Codex Alimentarius®.

A implantagao de um sistema APPCC exige, além
do comprometimento da dire¢ao do estabelecimento,
capacitagdo de pessoal para a correta identificagdo
dos perigos relacionados com as diversas operagoes
que envolvem o processo produtivo. Esta ferramenta
¢ reconhecida mundialmente para a preven¢ao de
problemas relacionados com a seguranga alimentar e
muitos mercados valorizam e até mesmo exigem este
sistema implementado como forma de assegurar riscos
minimos nos alimentos produzidos®>.

Quando se realiza uma analise de riscos, é preciso
considerar a severidade e a probabilidade de ocorréncia
dos perigos identificados. E preciso observar que,
quanto maior a severidade do perigo e a probabilidade
de ocorréncia, maior serd o grau de importancia ou
gravidade que o mesmo representa. Enquanto os perigos
quimicos sdo os mais temidos pelos consumidores e os
fisicos, os mais comumente identificados, os bioldgicos
sao os mais sérios do ponto de vista de saude publica,
por representarem a grande maioria das ocorréncias de
enfermidades transmitidas pelos alimentos e estdo quase
sempre associados @ micro-organismos patogénicos**.

A avaliagdo de micro-organismos indicadores,
como o0s aerdbios vidveis, coliformes e estafilococos,
facilita a identificagdo do risco associado a perda da
qualidade e seguranca alimentar da maioria dos alimentos
processados e especialmente do leite em po’.

Entre os micro-organismos importantes que
podem contaminar o leite e seus derivados, destacam-se os
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, frequentemente
usada como indicador de qualidade de produto acabado
e das etapas de processamento. Com nao menos
importancia, encontra-se Staphylococcus que, embora seja

micro-organismo termo-sensivel, produz enterotoxinas
termoestaveis que resistem a processos térmicos como a
pasteurizacdo e ultrapasteurizacgdo do leite®.

Na producéo do leite em po6, uma pasteurizacio
realizada imediatamente antes da evaporacdo reduz

a presenca de bactérias aerobias vidveis. Tem-
se comprovado que bactérias termofilicas que,
ocasionalmente, contaminam evaporadores podem

contaminar os pré-aquecedores, sendo a inica operaciao
em que ocorre a formacdo de biopeliculas associadas
a multiplicagdo e concentragdo de micro-organismos
termofilicos contaminantes’. A pasteurizacio é uma
operacdo importante e estd sempre associada a Ponto
Critico de Controle — PCC, e qualquer ineficiéncia no seu
monitoramento podera prejudicar a seguranca alimentar
como um todo™.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade
tisico-quimica e microbiolégica do leite cru e processado
na forma de leite em pé associado ao sistema de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle.

MATERIAL E METODOS

Material

A fabrica de leite em po utilizada para o
desenvolvimento do presente trabalho esta localizada em
Cruz Alta (RS) e possui capacidade para processamento
de 1 milhao de litros de leite/dia. A industria coleta
diariamente em entrepostos de cooperativas e em
propriedades produtoras na regido norte e noroeste do
Rio Grande do Sul cerca de 340 mil litros.

Para o experimento, foram utilizados 30 litros de
leite de bovinos/quinzena, durante os meses de novembro
e dezembro, correspondendo a quatro ensaios analiticos.
A cada amostragem correspondente a referida quinzena,
realizou-se uma divisdo de lotes amostrais equivalente
a 3 x 10 litros de leite de maneira que a representar os
resultados analiticos em triplicata.

Métodos

O leite cru refrigerado foi coletado em postos de
resfriamento a 4 °C, instalados em propriedades rurais, e
transportado através de caminhdes tanques isotérmicos
de forma a se manter estavel a temperatura de conservagio
da matéria-prima'’. Durante o recebimento do leite na
plataforma industrial, foram coletadas, portanto, 3 amostras
com 10 L correspondentes aos lotes quinzenais, totalizando
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12amostras (120 L) recebidos para processamento. Amostras
com 10 litros foram coletadas e homoneizadas antes de
serem encaminhadas para as referidas analises especificas
relacionadas ao leite cru. Considerando a sequéncia
operacional envolvida com o processamento do leite em
pd, apds o recebimento, o leite foi conduzido a filtragio,
resfriamento ea estocagem em silos verticais. Conforme uma
programagao de produgao, o leite estocado foi conduzido ao
pré-aquecimento, centrifugado e padronizado em fungéo
do teor de gordura. Posteriormente, o leite foi concentrado
por meio de um pré-aquecedor e, em sequéncia, por meio
de um evaporador de multiplos estagios. A concentragao
do leite foi realizada em concentrador a vacuo, necessario
para reduzir o ponto de ebuligdo e as alteragdes relacionadas
com a desnaturaqéo de proteinas e vitaminas. A seguir, 0
leite concentrado, foi homogeneizado e transferido para a
camara de secagem tipo spray dry.

O produto obtido com 3% de umidade foi
peneirado, transportado até os silos de estocagem,
embalado em atmosfera modificada com a inclusdo de
nitrogénio e estocado.

Avaliagoes fisico-quimicas

Com relagio ao leite cru, foram executadas
analises de lipideos, densidade, proteinas e avaliagcdo de
lactose!’. A analise de lipideos foi realizada pelo método
Gerber, utilizando uma centrifuga SimplexII/Superll, da
ITR, Brasil, e butirdmetros calibrados entre 0% e 8%?8,4cido
sulfurico concentrado e dlcool amilico na dissolugdo do
extrato etéreo para posterior avaliagdo. O teste de alizarol
foi realizado com diferentes concentracdes alcoodlicas:
74, 76 e 78 °GL". A determinagio de pH foi realizada
com pHmetro de bancada, modelo DM 22, da Digimed,
Brasil, e eletrodo de vidro com sensor de temperatura.
Para a determinacio da densidade, foi utilizado um
termolactodensimetro aferido a 15 °C, da Cap-lab, Brasil. A
determinacao de Extrato Seco Total (EST) foi realizada por
meio do disco de Ackermann, da Gerber, sendo o Extrato
Seco Desengordurado (ESD) calculado pela diferenga
entre o EST e o percentual de lipideos presente na amostra.
Para a analise crioscopica, foram utilizadas amostras com
2,5 mL de leite e crioscopio eletronico digital de bancada
modelo MK-540 Flex e MC 5400 da ITR!.

Avaliag¢des microbiologicas
Foram retiradas assepticamente duas amostras
com 1 litro cada, totalizando 1 litro/lote para cada época
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correspondente aos meses de novembro e dezembro para
avaliacdo do leite cru e pasteurizado e, para o leite em
p9, duas amostras com 1 kg cada, totalizando 1 kg/lote
para as correspondentes épocas (novembro e dezembro).
Conforme metodologia analitica, foram realizadas
diluigdes sucessivas em solugdo de dgua peptonada 0,1%.
As analises microbiologicas (realizadas em triplicata)
do leite cru, pasteurizado e em pd corresponderam a
enumeracao de micro-organismos aerdbios viaveis,
coliformes totais, a 45 °C e Staphylococcus coagulase
positiva'®. A enumeragdo de micro-organismos aerdbios
viaveis foi realizada pelo método do plaqueamento em
profundidade em Plate Count Agar - PCA (UFC/g ou
mL). Para a determina¢do dos coliformes a 45 °C, foi
utilizada a técnica do Numero Mais Provavel - NMP/g
ou mL, indicada para a detec¢ao de baixas concentragdes
de coliformes e por apresentar maior sensibilidade do
que os métodos de plaqueamento comum. Como meio
seletivo para a determinagao de Staphylococcus coagulase
positiva, foi utilizado o Agar Baird - Parker Medium.
O meio combina o telurito de potassio (0,01%), glicina
(1,2%) e cloreto de litio (0,5%) como agentes seletivos.
A redugdo do telurito e a hidrolise da gema de ovo
foram utilizadas como caracteristica diferencial'>. A
confirmac¢ao das coldnias tipicas foi avaliada por meio
do teste de coagulase com plasma de coelho com EDTA,
teste de termonuclease a 37 °C por 4 h e teste de catalase
com peroéxido de hidrogénio a 3%".

Aplicag¢ao dos principios do sistema APPCC

Para a avaliagio do programa de controle de
qualidade com base na APPCC, foi utilizada a sistematica
deidentificagdo dos perigos fisicos, quimicos e biologicos.

Para o desenvolvimento do programa, foram
estabelecidos procedimentos que, segundo Furtini e
Abreu®, sdo essenciais para a avaliagdo do sistema de
controle, ou seja, convencimento do pessoal envolvido
com o comprometimento para a execugao do programa;
avaliacao das instalagdes industriais, equipamentos e
sequéncias operacionais do processo. Foram avaliados os
sete principios envolvidos com o programa, defini¢do do
memorial descritivo de fabricagao e suas fases operacionais,
identificacdo dos Pontos Criticos de Controle (PCCs),
determinagao dos limites criticos, medidas preventivas e
corretivas, procedimentos de vigilancia e o estabelecimento
dos registros para possiveis referéncias. O programa
aplicado se baseou na Portaria n° 46 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)™.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos do leite cru refrigerado a 4°C no momento do recebimento na industria

Periodos quinzenais

Parametros

1° novembro 2°novembro 1° dezembro 2° dezembro
Lipideos (%) 3,8 +0,45* 3,8+0,17* 4,0 £0,21* 3,9+0,122
Extrato seco desengordurado (%) 8,4 +0,08° 8,5+ 0,15° 8,5 +0,22° 8,5 +0,14°
Extrato seco total (%) 12,1 £0,172 12,3 +0,18 12,4 £ 0,122 12,4 £0,122
Densidade a 15 °C 1.029,6 + 0,12 1.029,9 + 0,5* 1.029,8 + 0,35* 1.029,9 + 0,32°
Lactose (%) 4,9 + 0,37° 4,6 + 0,32 4,5 +0,22° 4,5 +0,22°
Proteinas (%) 2,9 +0,25* 3,0 £0,35° 3,1 £0,33° 3,1 £0,39°
Ponto crioscopico (°H) -0,543 £ 0,122 -0,542 £ 0,18* -0,533 £ 0,25* -0,534 £ 0,18*
pH 6,8 +0,08* 6,8 £ 0,12* 6,8 £ 0,16* 6,8 £ 0,07*
T (°C) 6,3 £ 0,06 5,8 +0,23* 5,6 +0,33* 5,9 +0,2*
Estabilidade ao alizarol 77,7 £ 0,04* 77,7 £ 0,13* 77,5 £ 0,09* 77,7 £ 0,07*

Na mesma linha, médias identificadas com mesmas letras nio diferem significativamente entre si (p > 0,05).

Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise de
varidncia (ANOVA) e a diferen¢a de médias, segundo
teste de Tukey, utilizando-se um nivel de significincia de
5%. Para a analise dos dados foi utilizado o Statistica 7,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao fisico-quimica do leite cru

A avaliagao da qualidade do leite cru refrigerado a
4°C no momento do recebimento foi realizada utilizando
ensaios analiticos fisico-quimicos, conforme apresentado
na Tabela 1.

Nao houve diferengas (p > 0,05) entre os valores
médios das variaveis fisicas e quimicas, exceto para o teor de
lactose (4,9% e 4,5%), que apresentou variagdes (p < 0,05)
no segundo ensaio analitico. Scalco'®, em estudos similares
verificou que a média dos teores de lactose e lipideos no
leite integral foi 4,6% e 3,6%, respectivamente. Cérdova'
encontrou teores de lactose entre 4,7% e 4,9%. Zanela et
al.” determinaram diferenga significativa (p < 0,05) para
os teores de lactose no leite cru entre sistemas de produgdo
especializado (4,49% lactose) em que a silagem e pastagem
sdo cultivadas de forma continua durante o ano com
relagdo aos sistemas semi-especializado, em que a silagem
e pastagem nao mantém a qualidade e constancia durante
0 ano (4,39% lactose) e nao especializados, em que nao
cultivam silagem ou pastagem (4,32% lactose).

Observa-se que os teores de ESD ficaram abaixo
da média (8,75%) dos resultados encontrados por
Harris e Bachman'® e apresentaram um desvio padrao
equivalente a 0,3, significando que existem amostras

com valores inferiores ao padrao preconizado pela IN
n° 51 do MAPAY, ou seja, 8,4 g/100 g. Um leite com
elevada Contagem de Células Somaticas (CCS) tem sua
composicdo alterada e, entre os constituintes que sofrem
esta alteragao, estao os Sdlidos Desengordurados (SD).
Zanela et al."” identificaram diferenca no conteudo destes
componentes entre os sistemas de producao especializado
(8,57% SD) com relagao aos sistemas semiespecializados
(8,42% SD) e ndo especializados (8,38% SD).

Quanto ao teor de proteinas, Scalco” encontrou
3,6%, compreendendo 3,0% e 0,6% de caseina e albumina,
respectivamente.  Outros  autores, como Cordova®,
encontraram 2,9% e 3,7%, enquanto Harris e Bach'®, 3,0 e 3,6%,
superiores aos verificados no presente trabalho, entre 2,9 € 3,1%
acima do minimo preconizado pela IN n°® 51%,2,9%.

Quanto ao teor de lipideos, a legislagdo determina
um minimo de 3,0%, sendo que os resultados encontrados
ficaram entre 3,8% e 4,0%. Zanela et al.”” observaram
diferencas entre sistemas de produgdo especializado
(3,6%) e semiespecializado (3,48%) com relagdo ao sistema
ndo especializado (3,83%), ou seja, conteiido superior de
lipideos em sistemas de produgdo néo especializados.

Resultados das analises microbiologicas

Considerando o programa APPCC, com base
na aplicagdo das avaliagdes preventivas, considerou-se a
operacao de recebimento do leite cru sua pasteurizagio e
o sistema de embalagem do produto acabado (leite em po)
como sendo pontos criticos de controle com influéncia na
qualidade e seguranca alimentar. Assim, as contagens de
micro-organismos aerdbios viaveis estdo relacionadas com
o risco microbioldgico. E preciso considerar a possivel
presenca desses deterioradores como fator de risco para a
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acidificagdo do leite apos ordenha e resfriamento tornando-o
improprio para a produgao do leite em po.

As analises microbiologicas do leite cru,
pasteurizado e em p6 podem ser observadas nas Figuras
1A, B e C, respectivamente. A Figura 1A apresenta a
contagem dos micro-organismos aerdbios vidveis nas
fases consideradas como Pontos Criticos de Controle nas
operagdes de recepgao (leite cru), pasteurizagio (leite
semiprocessado) e embalagem (leite em p6). Com relagdo
a esses micro-organismos, no presente estudo, houve
diferencas significativas (p < 0,05) entre estas operagdes.
O tratamento térmico relacionado com a operagdo de

pasteurizacdo reduziu a contagem de micro-organismos
aerdbiosviaveis doleite cruem mais de 6 cicloslogaritmicos.
O valor inicial de 6,8 Log .mL" para o leite cru reduziu
para 2,8 Log, .mL" no leite pasteurizado (semiprocessado)
e 0,7 Log,.g" para o leite em pd. No produto final, os
valores encontrados (3,0 x 10* UFC/g) apresentaram
conformidade com o padrao pré-estabelecido pela
Portaria n°® 369'%. Krey e Souza* pesquisaram 20 lotes de
leite em po e encontraram resultados equivalentes a 9,1 x
10* UFC/g para estes micro-organismos deterioradores.
Relacionado aos mesmos pontos criticos de
controle (Figura 1B), o resultado do NMP para coliformes
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Figura 1. Contagem de micro-organismos aerdbios vidveis (A), avaliagdo de coliformes totais (B) e a 45°C (C) nas operag¢des consideradas como

Pontos Criticos de Controle relacionadas com a produgio do leite em pd
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totais apresentou diferencas significativas (p < 0,05) entre
as operagoes de recepgdo, pasteurizagdo e embalagem.
Entre esta ultima operagdo e a pasteuriza¢ao, ndo houve
diferengas significativas (p > 0,05).

Pelos resultados obtidos, a pasteurizagio
foi eficiente na redu¢do dos coliformes totais em 6
ciclos logaritmicos. Na operagdo de recepgdo, foram
encontrados valores de 6,4 Log , NMP/mL para estes
micro-organismos com significativa redugdo posterior
representada por uma ndo detecgio destes micro-
organismos termofilos para as operagdes de pasteurizagao
e embalagem do leite em po.

Garcia'®, em um estudo relacionado com a
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle em uma
industria de laticinios, constatou que 15% das amostras
coletadas na saida do pasteurizador apresentaram
Numero Mais Provavel para coliformes totais acima
do padrio preconizado pela IN n° 51 do MAPA", 25%
das amostras coletadas no tanque de estocagem do leite
pasteurizado para posterior embalagem estavam acima
dos padrdes. No presente estudo, nenhuma das amostras
coletadas na saida do pasteurizador indicou presenca de
coliformes.

A Figura 1C apresenta o resultado para o Nimero
Mais Provavel de coliformes a 45 °C. Os resultados
mostraram existir diferengas significativas (p < 0,05)
entre a recep¢do do leite cru e o restante das operagoes
consideradas como Pontos Criticos de Controle
(pasteurizagao do leite cru e embalagem do leite em po),
porém, os resultados ndo apresentaram diferencas (p >
0,05) entre as operagdes de pasteurizagdo e a embalagem.
Na operagdo de recep¢io, foram encontrados valores de
< 1 Log,, NMP/mL para estes micro-organismos com
significativa redugdo posterior representada por uma
nao detecgdo destes micro-organismos termofilos para as
operagdes de pasteurizagdo e embalagem do leite em po.

Silva et al.” verificaram, em uma pesquisa com
leite recém ordenhado e processado em 17 miniusinas
que forneciam produtos para o Programa do Leite de
Alagoas, que as amostras apresentaram elevada contagem
de micro-orgnismos aerébios mesoéfilos, psicrotroficos,
coliformes totais e a 45 °C. Os resultados indicaram
uma contaminagdo apds o processamento ou tratamento
térmico comprovando o risco associado a esta operagao.

Para a contagem de células somaticas, a Instrugao
Normativa n° 51" determina o limite de 7,5 x 10° CCS/
mL de leite cru. Enquanto que, no presente estudo, das 24
amostras analisadas, 6 apresentaram valores acima de 7,5

x 10° para a contagem de células somdticas, equivalente
a 25%.

No presente estudo, nao foram detectados
Staphylococcus coagulase positiva em nenhuma etapa
do processamento considerada como Ponto Critico de
Controle. Verifica-se também que a pasteurizagao foi
eficiente para reduzir a contagem dos micro-organismos
aerobios vidveis e eliminar os coliformes, portanto,
confirmando esta operagio como simples Ponto de
Controle - PC. A avaliagio das operagdes entre a
pasteurizagdo e a embalagem mostrou ndo haver presenga
de micro-organismos aerébios vidveis resultantes do
processamento de produ¢ao do leite em pd. Assim que,
com base nos perigos identificados e sua consequente
avaliacdo (Quadro 1), teremos; identificagio dos PCCs
obtido pelo diagrama de fluxo decisério preconizado
pela Portaria 46", estabelecimento dos limites criticos,
medidas preventivas e agdes corretivas.

Silva e Gootenboer” sugeriram quatro Pontos
Criticos de Controle ao estudarem um processo de
producdo de iogurte, sendo identificado como PCC, -
recepgio de leite cru, PCC, - mistura de ingredientes ao
leite, PCC, - pasteurizagao e PCC, - fase de fermentago.

Stein?, aplicando o sistema APPCC em um
processo de industrializagdo de iogurte com polpa
de morango sem conservantes, identificou 4 Pontos
Criticos de Controle: PCC, - recepgio do leite, PCC, -
pasteurizagdo, PCC, - fermentagdo e PCC, -recepgao da

polpa.
CONCLUSAO

Com relagaio a produgdo do leite em po,
foram identificados trés Pontos Criticos de Controle
associados as operagoes de recebimento do leite cru, sua
pasteurizacdo e embalagem do leite em p6. A primeira
operagdo considerada como critica esta associada a
perigos quimicos e biologicos, a segunda somente a
perigos bioldgicos e a terceira a fisicos.

Os resultados das andlises microbioldgicas
relacionados com a determinagdo de micro-organismos
aerobios viaveis, coliformes totais, a 45 °C e Staphylococcus
coagulase positiva demonstraram que o produto avaliado
esta de acordo com os padrdes preconizados pela
legislagao vigente.

A caracterizagdo fisico-quimica do leite cru
resfriado e disponibilizado para o processamento do leite
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Quadro 1. Avaliagao da andlise de perigos e pontos criticos de controle na produgao do leite em p6

Fases Perigos Medidas Limites criticos Vigilancia Medidas corretivas
preventivas
Recebimento Quimicos e bioldgicos Avaliagao da Padroes da IN 51 Acompanhamento Rejei¢do ao leite cru
PCCl Antibidticos e residuos de  qualidade do leite relacionados com a sistematico por Orientagdo aos
alcalis e acidos cru qualidade do leite cru meio de andlises  fornecedores quanto as
Aplicagdo de laboratoriais BPFs
BPF junto aos
fornecedores
Andlise fisico-
quimica da
matéria-prima
Bioldgicos Aplicagdo de Temperatura do leite no ~ Controle da Interromper a
Sobrevivéncia de micro-  BPFs pasteurizador (72-75 °C)  temperatura pasteurizagao e
organismos indicadores de Manutengao Tempo de pasteurizacdo e tempo de identificar as causas do
contaminagao e aferigdo de (15-20°) residéncia do leite  desvio
equipamentos de Temperatura do leite apds no pasteurizador ~ Capacitagio de pessoal
controle pasteurizagdo (2-5 °C) Calibragdo do
Treinamento de equipamento
pessoal
Embalagem PCC3 Fisicos Revisdo periddica Auséncia de matérias Inspegao visual das Rejei¢ao ao produto

Presenca de material das peneiras e do

estranho no interior da detector de metais
embalagem no sistema de

embalagem

estranhas

peneiras embalado
Utilizagdo de

corpos de prova

Manutengdo ou troca
das peneiras e detectores
nos detectores de  de metais

metais

em poé ndo apresentou diferencas (p > 0,05) em todos os
parametros avaliados exceto para o teor de lactose.
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RESUMO

Este trabalho avaliou a eficiéncia alimentar e a qualidade proteica das sementes de baru e pequi nativas do
cerrado brasileiro. Os ratos Wistar machos, recém-desmamados (n = 24), distribuidos em quatro grupos,
foram alimentados com diferentes dietas, contendo 10% de proteina: padrdo (caseina, 7% de lipidios);
controle (caseina, 15% de lipidios); baru (semente de baru, 15% de lipidios) e pequi (semente de pequi,
15% de lipidios). Determinaram-se os teores proteicos e lipidicos e estimou-se o teor de fibra alimentar
total das dietas. A eficiéncia alimentar foi avaliada pelo Fator de Conversdo Alimentar (FCA), e o valor
proteico, por meio do PER (Protein Efficiency Ratio). O FCA variou de 2,8 (dieta padrao) a 10,5 (dieta de
semente de pequi); e a dieta de semente de baru (FCA = 5,17) foi mais eficiente do que a dieta de semente
de pequi. O valor de PER da semente de baru (2,11) foi superior ao da semente de pequi (1,0), e os valores
de RPER (qualidade proteica relativa) dessas sementes foram, respectivamente, de 70% e 30%. A semente
de baru possui melhor eficiéncia alimentar e qualidade proteica do que a semente de pequi, e sua proteina
pode ser classificada como de qualidade intermedidria a boa.

Palavras-chave. cerrado, qualidade proteica, baru, Dipteryx alata Vog., pequi, Caryocar brasiliense Camb.

ABSTRACT

This work evaluated the food efficiency and the protein quality of baru and pequi seeds from Brazilian
savannah. Weaned male Wistar rats (n = 24) were distributed into four groups, and they were fed with
the following diets containing 10% protein: standard (casein, 7% fat), control (casein, 15% fat); baru (baru
seed, 15% fat) and pequi (pequi seed, 15% lipids). Protein and lipid contents were determined, and the
total dietary fiber amount was estimated in the four diets. The food efficiency was estimated by the Food
Conversion Ratio (FCR) and the protein value was determined by the PER (Protein Efficiency Ratio). The
FCR ranged from 2.8 (reference group) to 10.5 (pequi seeds group), and the baru seed diet (FCR = 5.17)
was more effective than the pequi seed-containing diet. The PER value of baru seed (2.11) was higher than
that found in pequi seed (1.0), and the RPER (relative protein quality) values of these seeds were 70% and
30%, respectively. The baru seed showed better food efficiency and protein quality than the pequi seed,
and its protein might be classified as from intermediate to good quality.

Keywords. cerrado, protein quality, baru, Dipteryx alata Vog, pequi, Caryocar brasiliense Camb.
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INTRODUCAO

As proteinas de origem vegetal, como de
leguminosas, cereais e sementes oleaginosas, Sao
consideradas de qualidade inferior as proteinas de
origem animal, em decorréncia da menor digestibilidade
e do perfil de aminodcidos indispensaveis, limitante em
relagdo ao padrao de necessidades preconizado pela FAO!
e WHO?. Entretanto, as fontes proteicas vegetais sao as
principais fontes de proteina das populagoes de todo
mundo. Além disso, em dietas ocidentais, recomenda-se
o aumento do aporte de proteina vegetal, em detrimento
da proteina animal, visando a redugdo do risco de
doengas cronicas nao transmissiveis®.

O Cerrado brasileiro constitui-se uma das mais
ricas formagdes vegetais em diversidade de espécies
frutiferas e é considerado o segundo maior bioma do
Brasil, abrangendo os estados de Goias, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, parte de Minas Gerais,
Bahia e Distrito Federal®. Os frutos nativos em geral
possuem consideravel potencial agricola e tecnoldgico,
pois apresentam cores atraentes e sabores marcantes’.
Dentre os frutos nativos do Cerrado, destacam-se o
baru e o pequi, que possuem sementes comestiveis com
elevados teores proteicos®’, mas que ainda sdo pouco
consumidas, inclusive pela populagao local.

O fruto do barueiro (Dipteryx alata Vog.), o baru,
possui em seu interior uma Unica semente comestivel,
popularmente denominada de “améndoa de baru”, de
coloraqéo marrom a marrom-escuro, com 2 a 2,5 cm
de comprimento e peso de, aproximadamente, 1,5 g
Fernandes et al.® observaram que améndoa de baru,
nativa da regido sudeste do estado de Goids, contém
elevados teores de proteina (26 g/100 g), cuja qualidade
proteica é de 75% em relagdo a proteina de referéncia,
sendo, por isso, indicada como proteina complementar
em uma dieta saudével.

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é um fruto
constituido por exocarpo e mesocarpo externo (partes
desprezadas), mesocarpo interno (polpa de coloragio
amarelo-alaranjado) e endocarpo espinhoso, o qual
contém uma semente comestivel. A semente de pequi
apresenta alto conteudo de proteina (25 g/100 g), de
acordo com Lima et al.?, porém deficiente no aminoacido
lisina, sugerindo uma proteina de baixa qualidade'’.

Todavia, estudos tém evidenciado uma grande
variagdo nas caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos

de baru e de pequi, em decorréncia da regido de origem
do fruto®”!. Portanto, para uma melhor caracterizagdo
do valor nutricional, é recomenddvel o desenvolvimento
de pesquisas com frutos oriundos de diferentes areas do
Cerrado.

Considerando a importancia das proteinas
vegetais para o aporte protéico e a saide dos individuos,
assim como a necessidade de mais estudos sobre o valor
nutritivo de frutos nativos, o objetivo deste trabalho foi
avaliar e comparar a eficiéncia alimentar e a qualidade
proteica entre as sementes de baru e pequi, provenientes
do Cerrado brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos frutos, extragdo das sementes e preparo
das amostras

Os frutos de baru foram adquiridos, na época da
safra, nas regides central, leste e sul do estado de Goias.
Os frutos de pequi foram provenientes de trés regides
do bioma Cerrado (Goids, Minas Gerais e Tocantins)
e foram adquiridos na Central de Abastecimento de
Goias (Ceasa). Apds a obtencao, os frutos de baru foram
despolpados e as sementes de baru foram extraidas com
auxilio de um equipamento do tipo guilhotina. Os frutos
de pequi foram despolpados para obtenc¢ao dos pirénios,
secos em estufa a 60 °C por 30 horas, e as sementes
foram extraidas com auxilio de guilhotina adaptada'.
Apds a extragdo, as sementes foram armazenadas sob
refrigeracao (-18 °C) até o processamento.

Para obten¢do das farinhas, as sementes de baru
e de pequi foram descongeladas sob refrigeragao (5 °C
por 12 horas) e torradas (formas usuais de consumo)
em forno elétrico para inativacdo de possiveis fatores
antinutricionais. A semente de baru foi torrada a 140 °C
por 30 minutos®, e a semente de pequi, a 130 °C por 30
minutos'?. Posteriormente, as sementes foram moidas
em multiprocessador do tipo doméstico e peneiradas até
obtencio de uma farinha, usada na formulagido das dietas
do ensaio bioldgico.

Determinagao dos teores de proteina, lipidios e
estimativa da fibra alimentar total das farinhas e das
dietas

As farinhas das sementes de pequi e de baru
foram analisadas quanto ao teor de proteinas e lipidios
para o calculo de composi¢ao das dietas. As farinhas e
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao quimica das dietas utilizadas no ensaio bioldgico (g/100 g de dieta)

Dieta
Componente Padrao Controle Semente de baru Semente de pequi
Ingrediente
Caseina 13,27 13,27 - -
Semente de baru! - - 33,42 -
Semente de pequi’ - 33,73
L-cistina 0,2 0,2 - -
Oleo de soja’ 6,58 14,58 - -
Celulose 5,00 5,00 0,52 4,26
Mistura salina 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho 70,20 62,20 61,31 57,26
Composicdo
Proteina (g/100 g) 10,40 10,70 9,20 9,90
Lipidios (g/100 g) 6,70 14,90 14,40 17,20
Fibra alimentar total (g/100 g) 5,00 5,00 5,00 5,00

!'Semente de baru - teores de proteina e lipidios, respectivamente: 29,92 + 0,37 g/100 g e 41,95 + 0,44 g/100 g; teor de fibra alimentar total: 13,40

+0,30 g/100 g'°.

*Semente de pequi - teores de proteina e lipidios, respectivamente: 29,65 + 0,55 g/100 g e 50,00 * 0,66 g/100 g; teor de fibra alimentar total: 2,20

+0,10 g/100 g°.

*Complementado para 7% na dieta padrdo e 15% na dieta controle, para equivaler aos teores lipidicos das dietas experimentais.

as dietas foram submetidas a analise de lipidios totais,
por meio de extragdo a frio, conforme técnica descrita
por Bligh e Dyer" e, posteriormente, determinados por
gravimetria. A proteina total das farinhas e da dieta foi
estimada a partir do nitrogénio total, segundo o método
de micro-kjeldahl", e conversio em proteina bruta
utilizando-se o fator 6,25".

O teor de fibra alimentar total das dietas foi
estimado por meio dos valores relatados por Takemoto
et al.’%, para a semente de baru, e por Lima et al.’, para a
semente de pequi (Tabela 1).

Formulagao de dietas e ensaio bioldgico

Foram elaboradas as seguintes dietas, segundo
formulagdo basica preconizada por AIN-93G", com teor
proteico ajustado para 10%: padrao (caseina, com 7% de
lipidios); controle (caseina, com 15% de lipidios); baru
(semente de baru, com 15% de lipidios); e pequi (semente
de pequi, com 15% de lipidios) (Tabela 1). As farinhas das
sementes nao foram desengorduradas para a elaboragao
das dietas a fim de conservar suas caracteristicas naturais.
O dleo de soja foi adicionado nas dietas padrao e controle
para complementar 7% e 15%, respectivamente, a fim de
equivaler os teores lipidicos dessas dietas experimentais.
A caseina, L-cistina, celulose, mistura salina, mistura
vitaminica e bitartarato de colina foram adquiridos na
Rhoster Industria e Comércio Ltda. (Sdo Paulo, SP).
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Para a realizagdo do ensaio bioldgico, foram
utilizados ratos machos, albinos, da linhagem Wistar,
recém-desmamados, com pesos entre 50 a 70 g,
procedentes do Bioagri Laboratérios Ltda. (Planaltina-
DF). Osratos foramdistribuidosaleatoriamente em quatro
grupos, contendo seis ratos cada, segundo delineamento
por blocos casualizados. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais de ago galvanizado durante 31 dias
(3 dias de aclimatagdo e 28 dias de experimento), sob
as seguintes condi¢des ambientais padronizadas: ciclos
claro e escuro de 12 h, temperatura média de 23 + 2 °C
e umidade média de 60%, com trocas de ar frequentes.
A agua destilada foi oferecida ad libitum. O consumo
de dieta e o peso dos animais foram monitorados em
dias alternados. Todos os procedimentos com animais
foram realizados de acordo com o guia para cuidado e
uso de animais de laboratdério dos EUA', e o protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Goids (Protocolo n° 153/08).

Indices biolégicos

A aceitagio das dietas foi estimada pela
porcentagem de dieta consumida (dieta ingerida x 100/
dieta oferecida). A taxa de crescimento foi avaliada por
meio do coeficiente angular da reta de regressdo linear
(periodo de experimento versus peso dosanimais). O Fator
de Conversao Alimentar (FCA) foi estimado conforme a
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seguir: FCA = [quantidade de dieta consumida (g)/ganho
de peso do animal (g)]**. O PER (Coeficiente de Eficiéncia
Proteica) foi determinado conforme Pellet e Young®: PER
= [ganho de peso do grupo teste (g)/proteina ingerida
pelo grupo teste (g)]. O RPER (Coeficiente de Eficiéncia
Proteica Relativa) foi calculado segundo a férmula:
RPER = [(PER do grupo teste/PER do grupo padrio)
x 100]. Além disso, foi estimado o PER corrigido, que
corresponde ao PER das proteinas teste ajustado para o
valor de 2,5 (valor padronizado de PER da caseina), de
acordo com a seguinte formula®: PER corrigido = [(PER
do grupo teste/PER do grupo padrao) x 2,5].

Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados como média +
desvio-padrao. Os resultados do ensaio bioldgico foram
submetidos a analise de variancia e teste de comparagdo
de médias (Tukey a 5% de probabilidade de erro). Foi
feita analise de regressio linear do peso dos animais
em relagdo ao tempo de experimento. Além disso, foi
realizada andlise de correlacdo entre os consumos de
dieta e de proteina e o RPER das sementes de baru e de
pequi, por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson.
Os calculos foram feitos utilizando-se o programa
STATISTICA versao 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA,
2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de dieta dos animais foi similar entre
0s grupos experimentais, e inferiores ao dos animais que
receberam a caseina (Tabela 2). Os animais do grupo
pequi consumiram quantidades inferiores de dieta e,
consequentemente, de proteina, em relagao aos demais

grupos (p < 0,05). A aceitagao da dieta do grupo pequi foi
de apenas 36%, o que contribuiu para o menor ganho de
peso desse grupo. Em contrapartida, a aceitagdo da dieta
com semente de baru foi de aproximadamente 60%, e as
dietas com caseina, 70% (Tabela 2).

O menor consumo do grupo que recebeu dieta
com a semente de pequi pode ser atribuido ao sabor
forte dessa semente, que lembra o sabor marcante da
polpa do fruto®. Além disso, a baixa aceitagao da dieta
pode também estar relacionada @ modulagdo de apetite
pelos animais, uma vez que os ratos reduzem a ingestao
de dietas deficientes em aminoacidos indispensaveis, o
que contribui para a redugdo da taxa de sintese proteica
enddgena e, por conseguinte, do ganho de peso?-*2. Apos
a ingestdo de uma dieta desbalanceada em aminoacidos
indispensaveis, ha uma redu¢ao da concentragao desses
aminoacidos no cortex piriforme anterior dos ratos, com
consequente rejeicao da dieta pelo animal®.

Em relagdo ao ganho de peso, observou-se que
todos os grupos de animais apresentaram uma tendéncia
linear positiva de evolugdo do peso corpéreo em fungdo
do tempo de experimento, sendo que os valores do
coeficiente de determinacdo (R?) para todas as retas
foram iguais ou superiores a 0,9 (Figura 1). A taxa de
crescimento (coeficiente angular da reta de regressdo
linear) do grupo baru foi cerca de trés vezes maior que
a do grupo pequi, e inferior as dos grupos alimentados
com caseina, conforme observado também no ganho de
peso dos animais (Tabela 2).

O fator de conversao alimentar (FCA) variou de
2,8 a 10,5 (Tabela 3). O maior FCA foi observado para a
dieta de semente de pequi, em comparagdo as dietas de
controle e de semente de baru, o que indica que a semente
de pequi foi menos eficiente em promover o crescimento
dos animais. O FCA encontrado neste estudo para a

Tabela 2. Ganho de peso dos animais, consumo de dieta (total e percentual) e de proteina de ratos alimentados com diferentes dietas durante

vinte oito dias de experimento!

Consumo
Dieta Ganho de peso (g) ol dieta = proteina (g)
Padrio 141,97 £21,77* 441,05 £ 39,30* 72,30 £ 6,44* 45,83 + 4,47
Controle 143,27 + 6,49* 407,02 + 16,48* 66,72 + 2,70° 43,43 +1,93*
Semente de baru 67,65 + 5,02° 347,15 + 18,48° 57,01 + 3,03" 32,13 +1,71°
Semente de pequi 22,10 + 5,52¢ 219,22 £ 29,01°¢ 35,94 + 4,76° 21,79 + 3,16¢

'Valores constituem médias + desvios-padrdo de seis animais. Em uma mesma coluna, médias com letras iguais ndo apresentam diferencas

significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

*b< Em uma mesma coluna, valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

2 Porcentagem de dieta ingerida em relagdo a quantidade oferecida.
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dieta com semente de baru foi préximo ao constatado
por Fernandes et al.® (FCA= 5,8), que avaliou a qualidade
proteica da semente de baru oriundo de apenas uma regiao
do estado de Goias durante 14 dias. No presente estudo, foi
avaliado o valor proteico da semente de baru proveniente
de varias regides do Cerrado durante 28 dias. Apesar dessas
diferengas, observou-se eficiéncia alimentar equivalente
nos dois estudos para dietas com semente de baru.

O valor de PER determinado para a semente de
baru foi inferior aos dos grupos padrao e controle (p <
0,05), sendo que a qualidade proteica relativa (RPER)
dessa semente foi cerca de 70% (Tabela 3). A semente de
baru pode ser considerada fonte de proteina de qualidade

250 —

200

150

50 7

Peso Corporal (g)

intermedidria a boa, uma vez que o PER corrigido dessa
semente foi de 1,7. Se o PER fosse 2,0 (80% comparado
ao padrdo caseina - 2,5) poderia ser considerada uma
proteina de boa qualidade, segundo Friedman?. Esse
resultado é compativel com o padrdo de crescimento
dos animais alimentados com a semente de baru (Figura
1). Ao contrério, a semente de pequi resultou em menor
PER, o que confirma a deficiéncia de sua proteina
em aminoacidos indispensaveis, como relatado na
literatura'®. Para as dietas experimentais, foi constatada
uma correlagao positiva entre o consumo total de dieta
e 0 RPER (r = 0,8414) e entre o ganho de peso e o RPER

(r =0,9129).

Padrido
Controle y =5254x + 4542
y =4,800x + 47 49 R2=0,994
R?=0,995

Semente de baru
y =2,5035x + 47,078
R2=0,9779

Semente de pequi
y=0,851x + 4428
R?=0,398

o

I
0 4 8 12

I I I |
16 20 24 28

Periodo do ensaio bioldgico (dias)

® Padrio [ Controle

A Semente de baru X Semente de pequi

Figura 1. Evolugao de peso de ratos tratados com diferentes dietas durante vinte dias de experimento

Tabela 3. Indices biolégicos obtidos em ratos alimentados com diferentes dietas durante 28 dias

. Dieta?
Indice! = i
Padrio Controle Semente de baru Semente de pequi
FCA 3,14 +£0,29¢ 2,85+ 0,16¢ 5,17 + 0,50° 10,47 + 2,31*
PER 3,30 £0,18° 3,09 £ 0,26° 2,11 +£0,19° 1,00 + 0,19¢
RPER (%) - 100* 68,3 + 6,0 32,4 +6,3¢
PER corrigido 2,5 - 1,71 £0,15° 0,81 +0,16°

'FCA: Fator de Conversao Alimentar; PER: Coeficiente de Eficiéncia Protéica; RPER: Coeficiente de Eficiéncia Proteica Relativa.
*Dieta padrao: caseina com 7% de lipidios; Dieta controle: caseina com 15% de lipidios. Os valores constituem media + desvio-padrio de seis

animais.

**Em uma mesma linha, valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).
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A semente de baru apresentou qualidade
proteica similar a de fontes vegetais, como o feijao, das
variedades Pérola e Diamante Negro (PER = 2,12 e
2,14, respectivamente)® e a semente de linhaca tratada
termicamente (PER = 2,13)%, e superior a do amendoim
(PER = 1,59)¥. Quanto a qualidade relativa a caseina,
a semente de baru apresentou RPER de 68%, valor
semelhante ao relatado para a semente de linhaca, de
66% *. Ressalta-se que o RPER da semente de baru do
presente estudo (Tabela 3) foi préoximo ao RNPR (74%)
encontrado por Fernandes et al.® Em estudo recente®,
que avaliou a qualidade protéica de sementes comestiveis
e nozes brasileiras, por meio do método PDCAAS
(Protein Digestibility- Corrected Amino Acid Score), foi
concluido que a semente de baru apresenta qualidade
proteica intermediaria, semelhante & do amendoim e da
castanha-do-para.

A semente de pequi apresentou baixa qualidade
proteica (Tabela 3), comparavel a proteina da farinha de
trigo (PER = 0,98)%, e inferior a da semente comestivel
Terminalia catappa (PER = 1,95), utilizada como fonte
proteica na Nigéria®. Nao foram encontrados estudos na
literatura sobre a qualidade proteica da semente de pequi
avaliada pelo método PER. No entanto, Sousa et al.!’
avaliaram a qualidade proteica da semente de pequi pelo
método NPR (Net Protein Ratio) e observaram um valor
proteico relativo (RNPR) de 54%, superior ao constatado
neste estudo. O PER consiste em um método de avaliacao
da qualidade protéica que usa animais experimentais
em crescimento, por um periodo de tempo mais longo
que o NPR e, portanto, é considerado um método mais
exigente em termos de qualidade proteica®®*.

A qualidade proteica é determinada pela
digestibilidade e perfil de aminoacidos da proteina de
fontes alimentares"?. A digestibilidade proteica, por sua
vez, depende da estrutura molecular da proteina e da
presenca de componentes nao-proteicos, como taninos,
fitatos e fibras alimentares'. No presente estudo, a dieta
de semente de pequi apresentou o maior teor de fibra, em
comparagdo as demais dietas (Tabela 1), o que pode ter
contribuido para a redu¢ao da digestibilidade da proteina
desse alimento. Além disso, a baixa qualidade proteica da
semente de pequi se deve, provavelmente, ao seu perfil de
aminodcidos, limitado em lisina'®, sendo inferior ao de
nozes e améndoas’'.

CONCLUSAO

A semente de baru possui melhor eficiéncia
alimentar e qualidade proteica em relacdo a semente de
pequi, podendo sua proteina ser classificada como de
qualidade intermedidria a boa. Por isso, o consumo da
semente de baru é recomendado em uma alimentacio
saudavel, ou como ingrediente de preparagdes, em
substituicdo a outras sementes comestiveis, como o
amendoim, e as nozes em geral, contribuindo assim para
um aporte proteico adequado.
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RESUMO

Foram desenvolvidas geleias de cagaita (Eugenia dysenterica DC.), nas quais caracterizaram-se pardmetros
microbioldgicos, sensoriais, quimicos, e estabilidade durante o armazenamento. Quatro formulagées de
geleia foram elaboradas utilizando-se dois tipos de polpa (filtrada ou nao filtrada) e duas proporgdes
de polpa:sacarose:pectina (50:50:0,2 e 60:40:0,1). As quatro formula¢des foram submetidas a andlise
microbioldgica e ao teste de aceitagao sensorial. Selecionou-se uma formulagio de geleia para determinar
a composi¢do centesimal e os pardmetros quimicos (acidez titulavel, sélidos soluveis, pH, dcido ascorbico
e carotenoides), durante 120 dias. Nao houve deteccdo de micro-organismos nas formulagdes. As
formulagdes ndo apresentaram diferencas estatisticas na aceitagdo, com escores sensoriais entre 7,35 e 8,19
em todos os atributos avaliados. Apds 120 dias de armazenamento, a formulagéo selecionada (G4: polpa
filtrada:sacarose:pectina, propor¢oes 60:40:0,1) apresentou significativas reducdes em todos parametros
quimicos. Apesar disso, a formulagdo G4 manteve-se como fonte de vitamina C. Todas as formulagoes
de geleia apresentaram-se seguras microbiologicamente e com boa aceitagdo sensorial. A formulacdo G4
apresentou bom valor nutricional, destacando-se como fonte de vitamina C. A produgio, comercializagdo
e consumo de geleia de cagaita sio recomendados com o intuito de contribuir na geragdo de renda e
melhoria do aporte nutricional, especialmente para individuos residentes na regiao do Cerrado.
Palavras-chave. fruto do cerrado, mapa de preferéncia interno, valor nutricional, cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

ABSTRACT

Cagaita Jellies (Eugenia dysenterica DC.) were developed and characterized as microbiological, sensory,
chemical parameters and storage stability. Four jelly formulations were prepared using two types of
pulp (filtered or unfiltered) and two amounts of pulp: sucrose: pectin (50:50:0.2 and 60:40:0.1). The four
formulations were submitted to microbiological analysis and sensory acceptance test. One jelly formulation
was selected to determine the proximate composition and chemical parameters (titratable acidity, soluble
solids, pH, ascorbic acid, and carotenoids) for 120 days. There was no detection of microorganisms in
the formulations. The formulations presented no differences in acceptability and sensory scores between
7.35 and 8.19 for all attributes. After 120 days of storage, the selected formulation (G4: pulp filtered:
sucrose: pectin ratio 60:40:0.1) showed significant reductions in all chemical parameters. Nevertheless, G4
formulation remained as a source of vitamin C. All jelly formulations showed up microbiologically safe and
good acceptability. The G4 formulation showed good nutritional value, stand out as a source of vitamin C.
The production, marketing and consumption of cagaita jelly are recommended in order to contribute to
income generation and improvement of nutrition, especially for individuals living in the Cerrado region.

Keywords. cerado fruit, internal map of preference, nutritional value, high performance liquid
chromatography.
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INTRODUCAO

A heterogeneidade vegetal do Cerrado de Minas
Gerais é em grande parte desconhecida, sendo utilizada
de diversas formas por familias pertencentes a esse bioma.
Os frutos do Cerrado ocupam posigio de destaque devido
ao seu potencial econdmico e contribui¢do na geragao de
renda, e, principalmente, devido ao seu aproveitamento
alimentar!. Esses frutos, ao serem utilizados na culindria,
podem contribuir para a valorizagdo da identidade
cultural da populacdo e interferir de forma importante
na melhoria da alimentagéo e aporte nutricional.

Entre os frutos nativos do Cerrado, destaca-se a
cagaita (Eugenia dysenterica DC.). Este fruto apresenta
formato globoso, levemente achatado, casca fragil de
coloragdo amarelo-claro e polpa com sabor agradavel,
levemente acida'. Além do consumo in natura, a polpa
da cagaita pode ser utilizada para fabricagdo de doces,
sucos, licores e geleias®. Entretanto, a produgado do fruto
é sazonal, e estes produtos ndo sdo disponiveis em todas
as regioes do Brasil, o que justifica seu aproveitamento no
desenvolvimento de produtos e posterior comercializa¢do.

A geleia é o produto obtido pela cocgao de frutas
inteiras ou em pedagos, polpa ou suco de frutas, com
adigao de agucar, agua, e concentrado até consisténcia
gelatinosa®. E comumente utilizada para acompanhar
pao, bolo, biscoitos e artigos de confeitaria. O uso da
tecnologia de alimentos para a fabricagdo de novos
produtos, como a geleia, pode ser uma alternativa viavel
para o processamento, aproveitamento e consumo de
frutos exoticos do Cerrado, proporcionando maior oferta
e aumento da vida de prateleira, bem como contribuir
para a agregacao de valor ao fruto e geragdo de renda*.

Durante o processamento, pode ocorrer
degradagdo de nutrientes labeis e compostos
biologicamente ativos, como as vitaminas e carotenoides,
0 que resulta em mudangas na composi¢do nutricional
dos alimentos e compromete a qualidade final do
produto. Os principais fatores que contribuem para essas
alteracdes sdo a temperatura, luz, oxigénio, umidade,
pH, agentes oxidantes e redutores e presenca de ions
metalicos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver formulagdes de geleia de cagaita, caracteriza-
las quanto aos pardmetros microbiologicos, sensoriais,
quimicos e avaliar a estabilidade do produto ao longo de
120 dias de armazenamento.

282

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido nos Laboratdrios de
Analise Sensorial e Desenvolvimento de Novos Produtos,
Higiene dos Alimentos, Anélise de Alimentos e Anélise
de Vitaminas, localizados no Departamento de Nutricao
e Saude da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

O projeto de pesquisa foi aprovado (Of. Ref.
n° 0160/2010/Comité de ética), sob o aspecto ético pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFV.

Equipamentos
Para  elaboragdo  das  geleias, analise
microbioldgica, analises quimicas, extragdo de

carotenoides e vitamina C e preparo da fase mdvel
foram  utilizados os seguintes equipamentos:
processador doméstico de alimentos (Philips-Walita,
R17625), balanga semianalitica (Gehaka, BG 2000),
pHmetro (Hexis, UB10), refratometro digital de
bancada (Instrutherm, RTP-45), banho-maria (Fanem,
102), estufa de cultura (Fanem, 002-CB), estufa
(DeLeo), liofilizador (Liobras, LP510) extrator Soxhlet
(Eletrothermo, 500WX), mufla (Quimis, 318), destilador
de nitrogénio (Solab), bloco digestor (Gerhardt,
Kjeldatherm), microtriturador (Marconi, MA 102),
bomba de vacuo (Tecnal, TE-058), centrifuga (Excelsa
Baby II, com cruzeta angular 4 x 100 mL, Fanem, 206-
R), centrifuga microprocessada (Quimis, Q222EM),
agitador magnético (Marconi, MAO93), evaporador
rotativo (Biothec, BT351), estufa (Brasdonto, M4),
estufa (Nova Etica), balanca analitica (Gehaka, AG 200),
espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution 60S),
sistema de filtracao para fase mdvel (All Glass), sistema
de ultrapurificagdo de agua (Millipore, Direct Q UV 3) e
degaseificador ultrassonico (Odontobras, T-14).

Para andlise de carotenoides e vitamina C,
utilizou-se sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL 10AT VP), composto
de bomba de alta pressio (Shimadzu, LC-10AT VP),
injetor automatico com al¢a de amostragem de 50 pL
(Shimadzu, SIL-10AF) e detector de arranjos de diodos
(DAD) (Shimadzu, SPD-M10A). O sistema CLAE foi
controlado pelo software Multi System, Class Vp 6.12.

Reagentes e outros materiais
Para andlise microbioldgica foram utilizados os
seguintes meios de cultura: agar batata dextrose - PDA
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(Merck, Brasil); agar salmonella-shigella - SS (Merck,
Brasil) e verde brilhante — BG (Merck, Brasil); caldo
lauril sulfato triptose — LST (Vetec, Brasil); caldo selenito
- Cistina (Merck, Brasil); caldo rappaport (Acumedia); e
caldo lactosado (Merck, Brasil).

Para realizagdo das analises quimicas e preparo
dos extratos de carotenodides e vitamina C foram utilizados
os seguintes reagentes com grau analitico: fosfato de
sédio monobdsico anidro (NaH,PO,) (Synth, Brasil);
éter de petrdleo, acetona e sal etilenodiaminotetraacético
(EDTA) (Proquimios, Brasil); cloreto de sdédio e acido
metafosférico (AMP) (Vetec, Brasil); sulfato de sddio
anidro (Impex, Brasil); e dcido sulfarico (H,SO,)
(Mallinckrodt, USA).

Para andlise de carotendides e vitamina C, foram
utilizados reagentes grau HPLC: acetona, acetato de
etila, metanol e acetonitrila (Tedia, Brasil); 4cido acético
glacial (Vetec, Brasil). A dgua ultrapura foi produzida em
sistema de ultrapurificagdo de agua. Para a filtracao das
amostras, utilizou-se papel de filtro n° JP41 J. (Prolab,
Brasil), seringas descartaveis esterilizadas de 3 mL (TKL,
China), unidades filtrantes HV Millex, em polietileno,
0,45 um de porosidade (Millipore, Brasil).

O dacido L-ascorbico foi adquirido da Sigma-
Aldrich” (Alemanha). Os padroes de a-caroteno e
B-caroteno foram isolados de extrato concentrado de
cenoura; P-criptoxantina e licopeno foram isolados
de extratos de tomate e mamaio, respectivamente, por
cromatografia de coluna aberta®.

Matéria-prima e obtencio de polpa

Foram utilizados frutos de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) coletados em dreas de vegetagdo nativa com
formagcao tipica de Cerrado, na zona rural do municipio de
Curvelo, Minas Gerais. A sacarose foi adquirida no comércio
local e a pectina (CP Kelco, EUA), gentilmente, cedida pelo
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.

Os frutos de cagaita utilizados na elaboragdo
das geleias foram adquiridos de pequenos produtores
rurais nos meses de outubro e novembro de 2010. Para
evitar possiveis injurias durante o transporte, os frutos
foram coletados com maturagdo incompleta (“de vez”)
e transportados em sacos plasticos acondicionados em
caixas de isopor. No Laboratdrio de Andlise de Vitaminas,
os frutos foram selecionados visualmente quanto ao
grau de maturacgdo e a auséncia de manchas ou injurias,
sendo utilizados apenas frutos integros e com maturagdo
completa (casca 100% amarela e textura macia).

Os frutos selecionados foram lavados em agua
corrente para eliminagdo de sujidades superficiais e
secos em temperatura ambiente. Em seguida, os frutos
foram despolpados manualmente e homogeneizados
em processador doméstico de alimento (Philips-Walita,
R17625). Posteriormente, a polpa foi dividida em dois
lotes tratados conforme descrito a seguir: Lote 1 -
acondicionamento em sacos plasticos, branqueamento
sob imersdo em agua a 70 °C, por dois minutos, e
armazenamento em temperatura de -18 °C (£1 °C); Lote
2 - filtragao manual da polpa em peneira plastica (9 cm
de didmetro, em tela de polietileno, malha 16), seguido
de acondicionamento, branqueamento e armazenamento
idénticos ao Lote 1.

Elaboracgao das geleias

Foram elaboradas quatro formulagoes de geleia
de cagaita, utilizando polpa nao filtrada (G1 e G2) e polpa
filtrada (G3 e G4). As formulagdes G1 e G3 possuiam em
sua composi¢do 50% de polpa, 50% de sacarose e 0,2%
de pectina, enquanto as formulagdes G2 e G4 continham
60% de polpa, 40% de sacarose e 0,1% de pectina. As
concentragdes de pectina foram calculadas levando-se
em consideragdo a quantidade total de polpa e agucar
contida na formulagio, baseado nos resultados de pré-
testes efetuados, variando-se as concentragdes de polpa,
acucar e pectina. Considerando a legislacdo brasileira,
todas as formula¢des elaboradas foram classificadas
como geleia do tipo extra, uma vez que apresentam
porcentagem igual ou superior a 50% de polpa’.

O preparo das geleias foi realizado em panela
de aluminio doméstica com capacidade de 2 litros.
Inicialmente, adicionou-se sacarose as polpas filtrada
e ndo filtrada de cagaita, sendo a mistura submetida a
coc¢ao em fogao doméstico, para dissolugao dos agucares,
com agitacao manual continua, por aproximadamente 4
minutos, até concentracdo maxima dos sdlidos soluveis
de 42 °Brix. Apos a dissolugao do agticar e concentragdo
da mistura, adicionou-se pectina diluida em pequena
quantidade de agua morna, sendo a mistura mantida
em fogo brando, com agitagdio manual continua, por
2 minutos. A geleia foi envasada em frascos de vidro,
previamente esterilizados (121 °C, por 15 minutos), sendo
o oxigénio contido no interior dos frascos removido por
meio da adi¢do de nitrogénio. Em seguida, os frascos
foram lacrados e armazenados a temperatura ambiente
(em média, 19 °C), por 120 dias.
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Analises microbioldgicas

Realizou-se a andlise de coliformes totais e
coliformes termotolerantes, salmonelas, bolores e
leveduras, em todas as formulagdes elaboradas, seguindo
as recomendacdes resolucao da Anvisa’.

As analises de coliformes totais e termotolerantes
foram realizadas por meio da contagem do numero
mais provavel (NMP)’. Para a contagem presuntiva
de coliformes totais, 25 g de cada formula¢do de geleia
foram homogeneizados em 225 mL de agua peptonada
0,1%, em Stomacher® (Seward, UK) (dilui¢ao 107).
Dilui¢oes decimais 10 e 107 foram preparadas com o
mesmo diluente. Aliquotas de 1 mL de cada diluigdo
foram inoculadas em trés tubos com Caldo Lauril Sulfato
com tubos de Durhan invertidos e incubados 4 35 °C
entre 24-48 horas.

Para a deteccio de salmonela, foi utilizada a
metodologia de Silva et al.”, com modificagdes. Realizou-
se a etapa de pré-enriquecimento em que foram
homogeneizados 25 g da geleia com 225 mL de caldo
de pré-enriquecimento incubado a 35 °C por 24 horas.
Posteriormente, foi realizado o enriquecimento em caldos
seletivos sendo inoculado 1 mL do pré-enriquecimento
em tubos com 10 mL dos caldos Selenito — Cistina e 0,1
mL no caldo Rappaport, sendo o primeiro incubado a
35 °C por 24 horas, e o segundo a 42 °C por 24 horas
em banho-maria. Apds o periodo de incubagio, foi
realizado o plaqueamento seletivo diferencial em placas
contendo Agar Hektoen-Enteric (HE), agar xilose lisina
desoxicolato (XLD), agar bismuto sulfito (BS) e incubado
a 35 °C por 24 horas.

A andlise de bolores e leveduras foi realizada
seguindo as normas internacionais da American
Public Health Association®. Pesou-se 25 g de geleia, e
homogeneizou em 225 mL de dgua peptonada tamponada
a 0,1%. A diluicio obtida correspondeu a dilui¢do 107, a
partir da qual foram obtidas as demais dilui¢oes decimais
subsequentes, 10* e 10°. Posteriormente, 0,1 mL das
dilui¢des de cada amostra foram plaqueadas em placas
de Petri, contendo meio PDA (potatodextrose-agar)
acidificado e incubados a 25 °C por 3 dias.

Analise sensorial

Por meio do teste de aceitabilidade, as quatro
formulagdes foram avaliadas quanto ao sabor, cor,
aroma, textura e impressdo global. Cem julgadores nao
treinados, adultos, de ambos os sexos, foram abordados
de forma aleatéria em supermercado local. Participaram
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da pesquisa somente os individuos que concordaram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As amostras, codificadas com algarismos de
trés digitos, foram apresentadas aos consumidores de
forma monadica. Foram oferecidas 5 g de cada geleia, em
copos descartaveis de 50 mL em temperatura ambiente,
devidamente codificados, sendo servidas com biscoito
tipo agua e sal como alimento base e dgua mineral para
limpeza da cavidade oral.

Cada julgador recebeu, juntamente com as
amostras, uma ficha de resposta e lhe foi solicitado que
marcasse, dentro de uma escala, o seu julgamento em
relacdo a cor, sabor, aroma, textura e impressdo global.
Foi utilizada uma escala hedénica de 9 pontos, sendo
atribuido nota 9 para o termo “gostei extremamente” e
nota 1 para “desgostei extremamente™.

Analises quimicas

Analises fisico-quimicas

A acidez titulavel, solidos soluveis e pH foram
avaliados ao longo do periodo de armazenamento nos
dias 15, 30, 60 e 120. A analise de acidez titulavel da geleia
foi realizada por meio da volumetria de neutralizagao,
utilizando solu¢do padrido de hidréxido de sédio (NaOH)
0,1 mol/L na presenca de solu¢do de fenolftaleina
(C,,H,,0,) a 1%. O teor de sdlidos soltveis (°Brix) foi
determinado pelo indice de refragdo, utilizando um
refratdmetro digital de bancada (Instrutherm, RTP-45).
O pH foi obtido por medida direta em phmetro calibrado
com solugbes tampéo de pH 4 e 7%°.

Composigdo centesimal

Foram determinados os conteidos de umidade,
cinza, proteinas, lipidios, carboidratos e fibra alimentar
total'!, logo apds o preparo do produto (tempo zero).
A umidade foi determinada por liofilizagio em
temperatura de -25 a 25 °C por 72 horas. As cinzas foram
determinadas em mufla a 550 °C. O teor de proteinas foi
determinado utilizando-se o método de micro-Kjeldhal
para nitrogénio total, utilizando-se o fator de 6,25 e fibra
alimentar total utilizando-se o método gravimétrico nao
enzimatico. Os lipidios foram determinados em extrator
Soxhlet e os carboidratos calculados por diferenca por
meio da equagdo: 100 - % de umidade - % de lipidios -
% de proteinas — % de fibra alimentar total — % de cinza.
O valor energético total foi estimado considerando-
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se os fatores de conversdo de 4 kcal/g para proteina e
carboidrato e 9 kcal/g para lipidios'.

Vitamina C

Foi investigada a ocorréncia e o conteudo de
vitamina C (na forma de é4cido ascOrbico-AA) nos
tempos 0; 3; 6 e 24 horas; 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias.

Para extracao e analise do AA, foram utilizadas
as condi¢cdes otimizadas por Campos et al.’? com
modificagdes. Foram pesados, aproximadamente, 5 g de
geleia, a qual foi homogeneizada, em microtriturador,
por 5 minutos, em 15 mL de solugdo extratora (acido
metafosforico 3%, acido acético 8%, acido sulftirico 0,3
N e EDTA 1mM) e filtrada a vacuo em funil de biichner,
utilizando-se papel de filtro. Posteriormente, o volume do
filtrado foi completado para 25 mL, com agua ultrapura,
centrifugado a 4.000 rpm (1789 g). Posteriormente, o
extrato foi re-centrifugado a 14.000 rpm (21.913 g), por
5 minutos, e o sobrenadante mantido sob refrigeracao (5
+ 1 °C) até o momento da andlise (aproximadamente, 30
minutos).

Antes da inje¢do, o extrato foi filtrado utilizando-
se unidades filtrantes com 0,45 um, sendo injetados 50 uL
na coluna cromatografica para anélise. As condi¢des para
analise de AA foram: coluna RP-18 Lichrosper 100, 250
x 4 mm, 5 pum, DAD com detecgao a 245 nm; fase mével
composta de agua ultrapura contendo 1 mM de fosfato
monobasico de s6dio, 1 mM de EDTA e pH ajustado
para 3,0 com acido fosforico; fluxo da fase movel de 1,0
mL/minuto; tempo de corrida de 5 minutos®’.

Carotenoides

Foram investigados a ocorréncia e o contetdo de
carotenoides (a-caroteno, B-caroteno, p-criptoxantina e
licopeno) nos tempos 0; 3; 6 e 24 horas; 15, 30, 45, 60, 90
e 120 dias.

O processo de extragdo dos carotenoides
foi adaptado a partir da metodologia proposta por
Rodriguez-Amaya'. Cerca de 5 g da geleia foram
homogeneizados em 30 mL de acetona (dividida em trés
volumes de 10 mL) por, aproximadamente, 5 minutos em
microtriturador. O extrato foi filtrado a vacuo em funil
de biichner, utilizando-se papel de filtro. Em seguida, o
filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil
de separagao contendo 25 mL de éter de petrdleo, para
a transferéncia dos pigmentos da acetona para o éter.
Cada fragdo foi lavada trés vezes com dgua destilada para
retirar toda a acetona. Acrescentou-se sulfato de sodio

anidro ao extrato para retirar qualquer residuo de agua
que, porventura, tivesse restado e que pudesse prejudicar
a evaporagdo do material. Os pigmentos foram, entio,
redissolvidos em quantidade conhecida de éter de
petroleo em baldo volumétrico de 25 mL e armazenados
em frascos de vidro ambar, a -5 + 2 °C, por, no maximo,
3 horas.

Para analise, uma aliquota de 1 mL do extrato foi
evaporada sob fluxo de nitrogénio gés, sendo, em seguida,
recuperada em 1 mL de acetona grau HPLC. O extrato
foi filtrado em unidade filtrante com porosidade de 0,45
pm, sendo injetados 50 uL na coluna cromatografica para
analise.

A analise de carotenoides seguiu as condigoes
cromatograficas desenvolvidas por Pinheiro-SantAna
et al.'®, com modificagdes: sistema CLAE, DAD com
detecgdo a 450 nm; coluna RP-18 Phenomenex Gemini, 250
x4,6 mm, 5 um, munida de coluna de guarda Phenomenex
ODS (C18), 4 mm x 3 mm; DAD; fase mdvel - metanol:
acetato de etila: acetonitrila (80:10:10, v/v/v); fluxo
da fase movel: 2,0 mL/minuto; e tempo de corrida de,
aproximadamente, 18 minutos.

O valor de vitamina A foi calculado segundo
as recomendagoes do Institute of Medicine' em que 1
Equivalente de Atividade de Retinol (RAE) equivale a:
1 ug de retinol, 12 pg de P-caroteno ou 24 pg de outros
carotenoides provitaminicos.

Delineamento experimental e analise estatistica dos
dados

Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado para as andlises quimicas, microbiologicas
e de carotenoides e vitamina C com trés repeticdes.
Para a analise sensorial, utilizou-se o delineamento em
blocos casualizados, sendo os blocos representados pelos
julgadores.

Os resultados obtidos no teste de aceitagio foram
avaliados por meio da técnica de mapa de preferéncia
interno, baseado no modelo de andlise de componente
principal e por andlise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Os
dados da analise de estabilidade foram avaliados por meio
da Anova, seguida pela anadlise de regressdo ao nivel de
5% de significincia. Todas as anilises estatisticas foram
conduzidas utilizando-se o software SAS (Statistical
Analisys System)', versio 9.2 (2004-2008), licenciado
paraa UFV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao microbiologica

Nenhumadasquatro formulagdesde geleiadecagaita
apresentou contagem dos micro-organismos pesquisados,
enquadrando-se, assim, nos padroes microbioldgicos
estabelecidos pela legislacao'®. Esses resultados indicam
eficiéncia das boas praticas de higiene durante os
procedimentos realizados ao longo do processamento das
geleias e efetividade do tratamento térmico empregado.

A auséncia dos micro-organismos pesquisados
deve-se também a composicdo quimica e caracteristicas
intrinsecas da geleia, que apresenta elevado contetido de
acucar, pH acido (3,51) e teor elevado de sdlidos soluveis
(41,23 °Brix). Segundo Harrigan e Park'®,em condi¢oes de pH
acido e solidos soluveis elevados, nao ocorre crescimento de
bactérias causadoras de doencas de origem alimentar. Além
disso, a presenca do agticar aumenta a pressao osmotica do
meio e, consequentemente, diminui a atividade de agua do
alimento, bem como remove a camada de agua que protege
as moléculas de pectina, possibilitando a formacao do gel
pectina-ac¢ucar, criando, assim, condigdes desfavoraveis para
o crescimento de bactérias, leveduras e bolores®.

Sabe-se ainda que bolores e leveduras apresentam
baixa resisténcia térmica e raramente estdo associados
a processos de deterioracdo de produtos que sofreram
tratamento térmico®..

Caracterizac¢io sensorial

Nio houve diferenca significativa entre as
formulagoes de geleia quanto aos atributos de sabor,
cor, aroma, textura e impressao global (p > 0,05) (Tabela
1). Os atributos sensoriais de todas as formulagoes
apresentaram boa aceitagdo, com escores variando de
7,52 a 8,19, ou seja, entre os termos hedonicos “gostei
moderadamente” e “gostei extremamente.

Com os resultados obtidos no teste de aceitagdo
quanto a impressao global, das quatro amostras de geleia

de cagaita foi realizada a analise do Mapa de Preferéncia
Interno (Figura 1). Cada ponto do mapa representa
as correlacdes entre os dados de aceitagio de um
consumidor e os dois primeiros componentes principais.
Para obten¢ao deste, os dados foram organizados em
uma matriz de amostras (em linhas) e consumidores (em
colunas), e esta submetida a Andlise de Componentes
Principais. Este identifica a principal variagdo dentro
dos dados de preferéncia e extrai a primeira dimensao
de preferéncia (primeiro componente principal),
representando o maior conjunto de variagao na aceitagdo
das amostras. As demais dimensdes, ortogonais entre si,
sao extraidas até que todas as variagoes dos dados sejam
explicadas®.
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Figura 1. Correlagbes entre os dados de aceitagdo de cada
consumidor e os dois primeiros componentes principais,
e dispersdo das amostras de geleia de cagaita em relagio a
aceitacdo. Gl - polpa nao filtrada:sacarose:pectina (50:50:0,2);
G2 - polpa nao filtrada:sacarose:pectina  (60:40:0,1); G3
- polpa filtrada:sacarose:pectina  (50:50:0,2); G4 - polpa
filtrada:sacarose:pectina (60:40:0,1)

Tabela 1. Atributos de cor, sabor, aroma, textura e impressao global de formula¢oes de geléia de cagaita'?

Atributos G1° G2* G3° G4°

Cor 8,18*+ 1,02 7,95*+ 1,24 8,11*+ 1,15 8,19°+ 0,90
Sabor 7,78*+ 1,39 7,6+ 1,43 7,94*+ 1,14 7,99 40,98
Aroma 7,54*+ 1,51 7,52*+ 1,51 7,58+ 1,58 7,69* £ 1,45
Textura 7,77+ 1,31 7,69+ 1,31 8,01*+ 1,26 7,95*+ 1,18
Avaliagdo Global 7,95*+ 1,19 7,97*+ 1,10 7,98+ 1,05 8,09*+ 1,03

! Dados apresentados em média + DP; > Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente pela anélise de variancia

(ANOVA). 3 Gl-

polpa ndo filtrada:sacarose:pectina (50:50:0,2); 4 G2 -

polpa ndo filtrada:sacarose:pectina (60:40:0,1); 5 G3- polpa

filtrada:sacarose:pectina (50:50:0,2); 6 G4 - polpa filtrada:sacarose:pectina (60:40:0,1)
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O primeiro componente principal explicou
33,70% e o segundo, 42,68%, totalizando, portanto, 76,38%
da varidncia entre as amostras quanto a sua impressao
global. A separacao espacial das amostras de geleia sugere
a existéncia de quatro grupos distintos de acordo com
a aceitacdo das mesmas em relagdo a impressao global.
Assim, pode-se sugerir que consumidores diferentes
deram notas diferentes para as amostras, mas todas elas
foram bem aceitas, visto que as quatro amostras ficaram
bem distribuidas, ndo havendo uma mais aceita do que a
outra, confirmando a analise de variancia.

Uma vez que as formulagdes apresentaram
mesma aceitacdo sensorial, selecionou-se a formulacio
G4 para a analise da composi¢do centesimal e avaliacao
da estabilidade ao longo do armazenamento, por esta ser a
unica formulagdo a apresentar escore de impressao global
entre os termos “gostei muito” e “gostei extremamente”.

Caracteriza¢cao quimica

No tempo zero, a formulagio G4 apresentou
acidez tituldvel e pH acima do recomendado (Tabela 2).
De acordo com Jackix®, a acidez ndo deve exceder 0,8% e
o pH 3,4, sendo que pH abaixo de 3,0 ocorre tendéncia a
sinérese. Entretanto, o pH e a acidez titulavel ligeiramente
acima do recomendado ndo foram percebidas pelos
julgadores, nao interferindo dessa forma na qualidade
final do produto. Essa formulacdo obteve uma boa
aceitagdo sensorial, com médias entre os termos “gostei
moderadamente” e “gostei muito”.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas da geleia de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.)

Variaveis em base umida* Média*+DP
Acidez titulavel (acido citrico/100 g) 1,28 £0,18
Sélidos soluveis (°Brix) 41,2 + 0,05
pH 3,51 + 0,02
Umidade (g/100 g) 3521 + 1,53
Cinza (g/100 g) 0,33 +0,01
Proteinas (g/100 g) 0,65 + 0,03
Lipidios (g/100 g) 0,53 + 0,03
Carboidratos (g/100 g) 61,76 + 1,20
Fibra alimentar total (g/100 g) 1,56 + 0,30
Valor energético total (kcal/100 g) 254,10 + 1,26
Acido ascérbico (mg/100 g) 31,22 +3,72
Acido P - caroteno (mg/100 g) 0,403 + 0,04
Acido B - criptoxantina (mg/100 g) 0,143 + 0,02
Valor de vitamina A (RAE/100 g) 39,57 + 4,17

DP = desvio padrao; *média de 3 repeti¢des

Outros autores também encontraram valores de
pH diferentes desse valor 6timo. Caetano et al.**obtiveram
pH variando de 3,42 a 3,48 em geleia de acerola e Lago et
al.” verificaram pH de 3,41 em geleia de jambolao.

O teor de solidos soluveis esta de acordo com o
encontrado por Mota*, em estudo com geleia de amora-
preta, cultivar Caingangue, em que se observaram sélidos
soltuveis de 47,15 °Brix.

A geleia de cagaita apresentou elevado teor
de carboidratos e umidade e conteudo reduzido de
proteinas, lipidios, fibras e cinza. O teor de umidade
estd de acordo com o estabelecido pela legislagio,
que recomenda umidade de 35% para geleia do tipo
extra. Zambiazi et al.” encontraram faixas de valores
semelhantes em geleias light de morango nos teores de
umidade, proteinas, carboidratos e valor energético total.
O teor de cinza foi similar ao observado por Barcia et al.*®
em geleias de jambolao.

O teor de AA da geleia determinado no tempo
zero, foi similar ao encontrado por Silva®, em geleia
de laranja (36,48 mg/100 g) e o valor de vitamina A foi
inferior ao observado em geleia de acerola (121 RAE/100
g)*.

Para determinar o valor nutritivo de um
alimento, é importante associd-lo a fontes alimentares,
considerando a por¢do usualmente consumida e as
Dietary Reference Intake (RDA/AI). Os alimentos podem
ser classificados como “fontes” de um nutriente quando
suprem de 5% a 10% das Dietary Reference Intake (DRI),
como “boas fontes” quando suprem de 10 a 20% da DRI
e como “fontes excelentes’, quando atendem mais de 20%
da DRP'.

Considerando que a porgao de geleia de cagaita
corresponde a 20 g* observa-se que o de consumo uma
por¢ao pode suprir 8,32% da RDA de vitamina C* e
1,26% da RDA de vitamina A*, para adultos, sendo assim
considerado fonte de vitamina C.

Estabilidade da geleia de cagaita

Na Figura 2, observam-se os resultados das
analises quimicas da geleia de cagaita ao longo do
armazenamento. Todos os pardmetros avaliados
apresentaram variagOes significativas, comparando o
tempo 0 (zero) com o tempo 120 dias (p < 0,05).

Houve redugdo gradual do conteudo de solidos
soliveis ao longo do armazenamento. A reducdo dos
teores de solidos soluveis em todos os meses também foi
observada por Mota” em formulagdes de geleia de amora
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preta. Sabe-se que os solidos soluveis sdo constituidos
por compostos soliveis em agua, representados por
substdncias como agucares, acidos organicos, vitamina
C e pectina®. Dessa forma, a diminui¢cdo dos sélidos
soluveis observada no presente estudo pode estar
associada a reducgdo do contetido de acidos orgénicos
e vitamina C, gerando outros compostos por meio da
degradagdo/conversao, os quais podem apresentar menor
solubilidade em agua.

Constatou-se reducdo no teor de acidez titulavel
da geleia de cagaita, sendo os dados ajustados ao modelo
matemadtico polinomial de segundo grau. Verificou-se que
areducdo ocorreu em todos os meses avaliados. Ao final de
120 dias, encontrou-se uma reducdo de 26,6% da acidez.

Apds 120 dias de armazenamento, o teor de AA
sofreu redugdo gradual de 17,9% em relagdo ao conteudo
inicial. No entanto, essa redu¢do nio comprometeu o
valor nutricional do produto, uma vez que a por¢ao
corresponde a 6,8% da RDA para vitamina C, fazendo
com que a geleia continue sendo classificada como
um alimento fonte desse nutriente ap6s os 120 dias de
armazenamento.

A redugdo dos niveis de AA ja era esperada
devido a oxidagdo do mesmo por agdo da presenca de
luz e temperatura ambiente, uma vez que a geleia ndo
teve contato com o oxigénio, visto que estava em frasco
lacrado em ambiente de nitrogénio. Possivelmente, o pH
acido da geleia de cagaita pode auxiliar na estabilidade do
AA. Contudo, a perda foi menor do que a encontrada em
outros estudos. Ferreira et al.*® encontraram redu¢do em
torno de 50% do conteudo de acido ascorbico em todas as
formulagdes de geleia mista de melancia e tamarindo no
periodo de 60 dias. Assis et al.”” observaram diminuigdo
de 32,53% no teor de AA em geleia de caju durante 120
dias de armazenamento.

Quanto aos carotendides, apds 120 dias,
observou-se reducdo significativa do contetido de -
caroteno e vitamina A, (-2,5% e -1,3%, respectivamente).
O branqueamento da polpa de cagaita contribuiu para a
reten¢ao de carotenoides, uma vez que ele inativa enzimas
com o proposito primario de aumentar a estabilidade na
estocagem de alimentos em que a atividade enzimatica
continua mesmo depois do processamento®. A
escassez de dados sobre o contetido de carotenoides
em alimentos processados dificulta a compara¢ao dos
dados encontrados, ratificando a necessidade de estudos
relacionados a perda de nutrientes durante o preparo e
armazenamento dos alimentos.

CONCLUSAO

As formulagoes de geleia de cagaita analisadas
apresentaram  auséncia  dos  micro-organismos
pesquisados, sendo consideradas seguras sob ponto de
vista microbioldgico.

Todas as formulagoes de geleia apresentaram
boa aceitagdo sensorial, com escores entre “gostei
moderadamente” e “gostei extremamente”. Nao houve
diferenca estatistica entre a aceitacio sensorial das
formulacoes.

A formulagdo G4 apresentou bom valor
nutricional, destacando-se como fonte de vitamina C.
O produto apresentou boa estabilidade quimica, sendo
observadas redugoes significativas, porém pequenas, nos
parametros fisico-quimicos ao longo de 120 dias.

A geleia de cagaita mostrou-se uma importante
ferramenta para agregar valor ao fruto e contribuir para
a geracdo de renda e melhoria do aporte nutricional,
especialmente de familias residentes em area de Cerrado.
Dessa forma, apds estudo ampliado da vida de prateleira,
recomenda-se a produgdo, comercializagdo e consumo
deste produto.
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RESUMO

Este trabalho avaliou a composigio fisico-quimica e a qualidade microbiologica do 6leo e da semente de
linha¢a dourada e marrom, comercializados no Brasil, determinando-se a composi¢do centesimal, perfil
de 4cidos graxos, avaliagao microbioldgica e estabilidade & oxidagéo lipidica no 6leo de linhaga dourada e
marrom. Ndo houve diferenca nos nutrientes da composigdo centesimal entre o 6leo de linhaca dourada
e marrom. Teores mais elevados no total de acidos graxos saturados (SFA) foram verificados no 6leo
de linhaca marrom. O teor total de dcidos graxos monoinsaturados (MUFAs), em ambas as amostras,
ndo mostrou diferenca significativa. A quantidade total de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs)
e a relagio PUFAs/SFA foram superiores no 6leo de linhaga dourada. A semente de linhaca marrom
apresentou maiores quantidades de umidade, lipidios, proteinas e calorias do que a variedade dourada.
O total de SFA foi superior na semente de linhaca marrom, ndo havendo diferencas estatisticas entre o
teor de MUFAs e PUFAs. A menor relagdo PUFAs/SFA foi observada na semente de linhaca marrom. As
qualidades microbioldgicas foram satisfatorias e em conformidade com os pardmetros de seguranga. Os
6leos avaliados mostraram baixas concentragdes de malonaldeido. A linhaga dourada demonstrou melhor
perfil nutricional, principalmente pela sua composi¢do em dcidos graxos.

Palavras-chave. linhaga, acidos graxos, ingrediente funcional.

ABSTRACT

This study evaluated the physicochemical and microbiological characteristics of oil and seed from golden
and brown flaxseed, marketed in Brazil. The proximate composition, fatty acid profile, microbiological
quality and stability to lipid oxidation in oils samples from golden and brown flaxseed were determined.
No difference in the nutrient composition was found in oil samples from golden and brown flaxseed.
The total saturated fatty acids (SFA) contents were higher in oil from brown flaxseed. As for the total
monounsaturated fatty acids (MUFAs) contents in both samples, no significant difference was detected.
The total polyunsaturated fatty acids (PUFAs) contents and the PUFA/SFA ratio were higher in golden
flaxseed oil. The moisture, lipids, proteins and calories amounts in brown flaxseed seed were higher than
those found in the golden variety. The total SFA was higher in seed from brown flaxseed, and no statistical
differences were found between MUFAs and PUFAs contents. The lower PUFAs/SFA ratio was observed in
seed from brown flaxseed. The microbiological quality was satisfactory, and being in accordance with the
security parameters. The analyzed oils showed low concentrations of malonaldehyde. The golden flaxseed
showed a better nutritional profile, mainly due to its fatty acid composition.

Keywords. flaxseed, fatty acids, functional ingredient.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2010; 71(2):291-300 291



Novello D, Pollonio MAC. Caracterizagdo fisico-quimica e microbioldgica da linhaga dourada e marrom (Linum Usitatissimum L.).

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(2):291-300.

INTRODUCAO

A linhaga ¢ uma cultura antiga que tem sido
utilizada em alimentos, fibras e tecidos. Cerca de 200
espécies de Linum (linho ou linhaga) sdo conhecidas'.
Na América do Norte, o termo preferido para linhaca é
o linho (usado mais para tecidos), enquanto os europeus
usam o termo linho oleaginoso comestivel®>. Seu nome
botanico é Linum Usitatissimum e pertence a familia
Linaceae*’, sendo muito utilizada no consumo humano
e animal.

Os Dbeneficios fisiologicos da linhaga sao,
geralmente, atribuidos a presenca de altas quantidades
de acido graxo a-linolénico (C18:3, w-3), lignanas,
fibras ou goma*e vitamina E, os quais estdo intimamente
relacionados a reducdo do risco de doencas cronicas nao
transmissiveis®.

As sementes de linhaga apresentam duas
variedades — marrom e dourada. Ela é determinada pela
quantidade de pigmento exterior contido nas sementes e,
quanto maijor o teor de pigmento na casca, mais escura
sera a semente. Sdo ricas em lipidios, proteinas e fibras
alimentares; entretanto, sua composi¢do pode variar
de acordo com a genética, ambiente, processamento e
métodos de analise.

A variedade de linhaca marrom é cultivada
em regides de clima quente e imido, como o Brasil, e
a dourada, em regides frias, como o norte dos Estados
Unidos e o Canada. No cultivo da linhagca marrom, sao
utilizados agrotdxicos, o que nao ocorre com a variedade
dourada’.

Em relagdo a diferenca na composicio fisico-
quimica e teor de acidos graxos das variedades de
linhaca dourada e marrom, Trucom® afirma que as
mesmas sdo idénticas; entretanto, outras pesquisas
mostraram resultados diferentes®*'*!!. Diante disso, hd a
necessidade constante da avaliacio da composicio fisico-
quimica de um maijor nimero de amostras de linhaga
marrom, dourada e derivados, principalmente da linhaga
comercializada no Brasil, onde h4 ainda raros estudos.

Quanto a questao microbioldgica, na Instrugao
Normativa n° 60, de 10 de dezembro de 2009, que
regulamenta os Padroes de Identidade e Qualidade para
a Producdo de Sementes de varias espécies, entre elas
a Linum usitatissimum L., ha auséncia de informac¢des
sobre os aspectos microbiologicos deste alimento'.

A oxidagao lipidica dos alimentos é favorecida pela
presenca de oxigénio, calor, luz (foto-oxidag¢ao), tragos de

292

metais ou catalisadores'; além disso, acidos graxos poli-
insaturados e diversos lipidios podem sofrer oxida¢ado
durante a preparagdo e armazenamento da linhaca e
produtos derivados. Esta oxidacdo produz numerosos
compostos (hidroperdxidos, aldeidos, cetonas etc.) e
acredita-se que alguns destes possam ter propriedades
mutagénicas, cancerigenas e citotdxicas ao organismo'*.

A oxidagdao lipidica, geralmente, leva ao
aparecimento do ran¢o, uma das principais razdes da
deterioracdo da qualidade dos produtos alimenticios, o
que pode danificar as propriedades sensoriais, ja que a
gordura contribui para o sabor, textura e sensagdo geral
de lubrifica¢ao do produto®.

A taxa de oxidagdo aumenta com o numero de
ligacdes duplas dos PUFAs, elevando a probabilidade
de afetar o sabor e o aroma dos alimentos. A oxidaciao
quimica dos acidos graxos insaturados (oleico, linoleico e
linolénico) formam perdxidos com os radicais livres, que
podem reagir e provocar danos nas proteinas, enzimas,
outros lipidios e vitaminas. Quanto maior a quantidade
de 4cidos graxos insaturados e o grau de insaturagdo
destes dacidos, maior a susceptibilidade ao rango e,
consequentemente, menor sera o tempo de estocagem do
produto’®.

Contudo, sao escassos os dados conhecidos
sobre as mudangas da composi¢ao de acidos graxos e
os pardmetros de oxida¢io lipidica em produtos como
a linhaga e derivados'”', necessitando-se de novas
pesquisas.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar a composicio fisico-quimica e
microbioldgica da semente e 6leo de linhaca dourada e
marrom distribuidas no Brasil.

MATERIAL E METODOS
Matéria-prima

Semente de linhaca dourada e marrom

Aproximadamente 7 kg de semente de linhaga
dourada e marrom, provenientes de embalagens
individuais de 200 g, foram homogeneizadas
manualmente. Ambas as variedades, da mesma marca
selecionada e comercializada no pais, foram adquiridas
por meio de fornecedores especializados da cidade de
Campinas (SP) durante os meses de janeiro a junho de
2009, observando-se um prazo de validade superior a
doze meses como critério de obtencéo.
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Para a preparagao da farinha de linhaga dourada
e marrom utilizada nas andlises fisico-quimicas e
microbioldgicas, as sementes foram moidas em porgoes
de aproximadamente 50 gramas por 15 segundos em
liquidificador (Waring Commercial, USA) na velocidade
maxima. Apds a moagem, a farinha de linhaga foi
acondicionada em sacos plasticos utilizados em embalagens
avacuo, firmemente selados com fita adesiva e guardados em
filme plastico escuro para prevencio da oxidacio lipidica até
sua utilizagdo, sendo no maximo 48 horas apds a moagem.

Oleo de linhaca dourada e marrom

Os Oleos de linha¢a dourada e marrom, da
mesma marca selecionada e comercializada no pais,
foram obtidos por meio de fornecedores especializados
da cidade de Campinas (SP) durante os meses de janeiro
a junho de 2009, sempre observando-se um prazo
de validade minimo de oito meses (estabelecido pelo
fabricante). Foram utilizadas para a amostragem sete
embalagens de vidro na cor ambar, contendo 250 mL de
6leo linhaga cada uma.

Avaliacdao da composicdo centesimal

Determinagdo da umidade

Foi realizada de acordo com a Association of
Official Analytical Chemists'® em triplicata, que consiste
em secagem a 105 °C até peso constante.

Determinagdo de proteinas

Avaliaram-se as amostras por meio da analise
do nitrogénio total, em triplicata, pelo método Kjeldahl
determinado ao nivel semimicro®. Utilizou-se o fator de
conversao de nitrogénio para proteina de 6,25.

Determinagdo de lipidios
O teor de lipidios foi verificado em triplicata,
pelo método de Bligh e Dyer?.

Determinagdo de cinzas

A porcentagem de cinzas foi determinada em
mufla a 550 °C, em triplicata, conforme metodologia de
AOAC”.

Determinagao de carboidratos

A determinacdo de carboidratos foi realizada por
meio de calculo tedrico (por diferenga) nos resultados
das triplicatas, conforme férmula a seguir:

+ % Carboidratos = 100 - (% umidade + % proteina
+ % lipidios + % cinzas)

Determinagado de fibras

Foram realizadas analises de fibra bruta da
linhaga dourada e marrom, conforme metodologia do
Instituto Adolfo Lutz?'.

Determinagdo do valor calérico

O total de calorias (kcal) foi calculado em relagdo
a 100 g da amostra utilizando os valores Atwater (ou
calor de combustao) para gordura (9 kcal/g), proteina
(4,02 kcal/g) e carboidratos (3,87 kcal/g)*.

Determinagao do perfil de dcidos graxos

Esta analise foi realizada no Laboratério de
Oleos e Gorduras do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Unicamp.

Para o preparo dos ésteres metilicos, as amostras
de farinha de linha¢a dourada e marrom passaram
inicialmente por processo de extragdo de lipidios segundo
Bligh e Dyer®. O dleo de linhaga dourada e marrom,
bem como os lipidios extraidos da farinha de linhaga
dourada e marrom, foram saponificados e esterificados,
em triplicata, conforme metodologia proposta por
Hartmann e Lago®.

O perfil de acidos graxos foi determinado por
cromatografia gasosa de alta resolugdo®, sendo avaliados:
SFA, MUFAs e PUFAs, individualmente. Foi utilizado um
cromatografo Gasoso Capilar (Agilent, 6850 Series GC
System, U.S.A.), contendo coluna capilar: DB-23 Agilent
(50% cyanopropyl — methylpolysiloxane), dimensées 60
m, @ int: 0,25 mm, 0,25 pm filme.

As condigdes de operagio do cromatdgrafo
foram: fluxo da coluna de 1,00 mL/min, velocidade
linear de 24 cm/seg.; temperatura do detector de 280 °C;
temperatura do injetor de 250 °C, temperatura do forno
de 110 °C - 5 minutos, 110 — 215 °C (5 °C/min), 215 °C
- 24 minutos; o gas de arraste utilizado foi o hélio, sendo
injetada uma aliquota de 1 pL das amostras no aparelho.

A identificagdo dos acidos graxos foi realizada
pela compara¢do dos tempos de retencdo dos picos
da amostra com os tempos de retengdo dos picos dos
padrdes. Os resultados obtidos foram em % de érea e
convertidos a g/100 g, utilizando o fator de conversao
indicado para oleos e gorduras (0,956)*. O calculo
utilizado para conversao da % de area em g/100 g de
alimento avaliado encontra-se a seguir:
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AGi=%areax LxF/100

Onde:

AGi = 4cido graxo individual, expresso em g/100
g de amostra;

% area = porcentagem de area dos picos obtidos
nos cromatogramas;

L = teor de lipidio da amostra em g/100 g;

F = Fator de conversao do alimento.
Determinagdo das substdncias reativas ao dcido
tiobarbiturico (TBARS)

A extensdo da oxidacio lipidica foi determinada
no oleo de linhaga dourada e marrom, através da
quantidade (mg/kg) de substincias reativas ao dacido
tiobarbiturico, de acordo com Tarladgis et al.*’, em
triplicata.

Avaliagdao microbioldgica

Foram realizadas avaliagdes microbioldgicas nas
amostras de farinha e 6leo de linhaca dourada e marrom
estocadas a temperatura ambiente (20 °C). Os coliformes
foram enumerados pela técnica do Numero Mais
Provavel (NMP). A contagem total de microrganismos
mesofilos aerébios (UFC/g), microrganismos aerdbios
psicrotroficos (UFC/g), coliformes totais (35 °C) e
coliformes termotolerantes (45 °C) foram realizadas
de acordo com Downes e Ito”. A farinha de linhaga
dourada e marrom foi analisada pela técnica pour plate,
com inocula¢do por plaqueamento em profundidade. As
amostras de 6leo foram emulsionadas com Tween 80 (90
mL do diluente com 1% de Tween 80 e 10 g de amostra)
para, posteriormente, serem avaliadas pela técnica de
inoculac¢io por superficie”.

Analise estatistica

Os resultados estatisticos foram avaliados por
meio da analise de varidncia (Anova), com o teste t de
student para compara¢ido de médias em nivel de 5% de
significancia. Todos os calculos foram realizados pelo
software Statgraphics’ Plus, versdo 5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da composi¢io centesimal

Na Tabela 1, pode-se verificar a composi¢ido
centesimal da semente e do 6leo de linhaca dourada e
marrom.

Houve diferenga na composi¢ido centesimal das
amostras de semente de linhaga dourada e marrom, com
maiores teores (p < 0,05) de umidade, lipidios, proteinas
e calorias na linhaga marrom. A linhaga dourada
apresentou maiores valores de cinzas e carboidratos.
Nio houve diferenca em relagdo a fibra bruta das duas
amostras.

Na Tabela 2, é possivel observar que os valores
dos nutrientes da composicdo centesimal da semente de
linhaga variam muito na literatura.

Em estudos de Morris’, a linhaca dourada
apresentou valores superiores aos encontrados neste
trabalho. Oomah et al® também relataram valores
diferentes, principalmente quanto ao baixo teor de
carboidratos.

A quantidade de lipidios na linhaca pode variar
de 34-47 g/100 g e esta diferenca é variavel de acordo com
a origem, localizagao, cultivo e condigdes ambientais>>*.

Madhusudhan' verificou maiores teores de
umidade, lipidios e cinzas e menores de proteinas em

Tabela 1. Composi¢do centesimal das sementes e dos 6leos de linhagas dourada e marrom

. - Semente de linhaga Semente de linhaga Oleo de Oleo de
Avaliagao . .
dourada marrom linha¢a dourada linha¢a marrom
Média+SD  EPM Média + SD EPM Média + SD EPM Média + SD EPM
Umidade (g/100 g) 4,30 + 0,03° 0,02 5,05 +0,01° 0,01 0,06 + 0,00° 0,00 0,06 + 0,00 0,00
Cinzas (g/100 g) 3,77 £ 0,05* 0,03 2,67 £0,02° 0,04 0,02 +0,01* 0,01 0,02 + 0,00* 0,00
Lipidios (g/100 g) 35,62 £ 0,09 0,07 36,91 + 0,04° 0,03 99,92 +0,28* 0,20 99,92 +0,14* 0,10
Proteinas (g/100 g) 23,14 +0,13° 0,09 27,14 + 0,82° 0,58 - - - -
Carboidratos (g/100 g) 33,17 +0,04° 0,03 28,23 +0,85° 0,60 - - - -
Fibra bruta (g/100 g) 16,88 £0,95* 0,67 17,10 £ 0,41° 0,21 = = = =
Calorias - (kcal/100 g) 542,05+ 0,13° 0,09 550,53 + 0,42* 0,30 899,28 + 2,54* 1,80 899,28 + 1,27 0,90

*Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste t de student (p<0,05); SD: desvio-padrao da média; EPM: erro-padrdo da

meédia; carboidratos: calculados por diferenca
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Tabela 2. Composigdo centesimal das sementes de linhacas dourada e marrom

Referéncia Umidade Proteina Lipidios Carboidratos Cinzas kcal
(g/100 g) (g/100 g) (/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (kcal/100 g)
Linhag¢a dourada
Oomabh et al.® - 19,02 43,61 7,99 - -
Morris’ 7,00 29,20 43,60 - - -
Mueller et al."! 7,30 23,30 44,00 29,40 3,38 -
Linhaca marrom
Oomabh et al.® - 19,53 40,33 8,19 - -
Morris’ - 20,00 41,00 29,00 - 450,00
Madhusudhan'® 8,00 20,00 41,00 - 4,00 .
Mueller et al."! 7,40 23,40 45,20 27,80 3,50 -

amostras de linhaga marrom, quando comparado a
presente pesquisa. Ja Morris’®, avaliando variedades de
linhaca marrom canadense, observou, também, menores
resultados de proteinas e calorias e maiores de lipidios,
porém semelhantes em carboidratos.

No trabalho de Oomah et alf, que avaliaram
variedades de linhaga marrom provenientes do Canada,
foram observados além de menores teores de proteinas
e maiores de lipidios, como os demais autores, valores
bem inferiores de carboidratos, quando correlacionados
a atual pesquisa.

Mueller et al.'* compararam em seus estudos
linhagas dourada e marrom e nao observaram nenhuma
diferenca estatistica entre os dois produtos, o que discorda
da presente pesquisa.

Conforme Oomah e Mazza®, os teores de
proteina na linhaga também podem ser distintos entre
paises e cultivares, cujas diferengas podem ser atribuidas
a genética e ao ambiente. Outro ponto que pode ter
influéncia sobre a composi¢do fisico-quimica dos
alimentos é o método de extracdo dos compostos para
realizacdo das andlises. Estes fatores, portanto, podem
explicar a grande variagdo nos resultados verificados
entre a literatura e o presente trabalho, tanto na variedade
de linhaca dourada como na marrom, necessitando,
assim, de constantes avaliacdes.

Na Tabela 1, é possivel verificar, também, que ndo
houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras
de 6leo de linhacas dourada e marrom, em rela¢do aos
nutrientes da composicao centesimal. Conforme explica
Choo et al.”?, a agua contribui para a hidrélise do dleo
durante a manipulacdo e o processamento de varias
etapas que geram acidos graxos livres e glicerol; assim,
¢ desejavel haver baixa umidade nos 6leos, o que foi
constatado na avaliagéo.

Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos da semente e do 6leo de
linhagas dourada e marrom pode ser verificado na Tabela 3.

Na avaliacdo da sementes de linhacas dourada e
marrom, os acidos palmitico e estearico foram aqueles
encontrados em maior quantidade. A porcentagem total
de acidos graxos saturados foi menor na linhaga dourada
(10,66%) e maior na marrom (12,65%).

Ressalta-se  que, segundo  Grundy”, o
acido palmitico aumenta a lipoproteina de baixa
densidade  (LDL-colesterol), sendo  considerado
hipercolesterolémico na dieta, aumentando o risco de
doengas como obesidade e resisténcia a insulina. Porém,
apesar de a linhaca conter um teor relativamente alto
deste acido graxo, o consumo diario pelos individuos ¢é
de pequena quantidade e nao chega a ser preocupante,
pois ela possui também outros nutrientes considerados
essenciais ao organismo.

Ja o acido estedrico, presente também na linhaga,
pode ser considerado neutro nos seus efeitos sobre as
lipoproteinas™.

Os acidos miristico, palmitico, estedarico,
araquidico e o total de saturados foram superiores (p
< 0,05) na linhaga marrom. Os demais acidos graxos
saturados ndo apresentaram diferenca estatistica (p >
0,05). A semente de linhaca dourada, por apresentar
menor teor de acidos graxos saturados, pode ser
considerada de melhor qualidade nutricional para o
consumo humano. Apesar dessa diferenga entre as duas
variedades, a linhaca, em geral, pode ser considerada um
alimento naturalmente pobre em gorduras saturadas'’.

O acido oleico foi verificado em maior teor, dentre
os MUFAs, obtendo-se uma porcentagem total destes
acidos graxos de 26,08% e 24,62%, respectivamente, para
as linhagas dourada e marrom. O acido graxo ertucico
foi superior na linhaga marrom, nédo havendo diferenga
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Tabela 3. Perfil de 4cidos graxos das sementes e dos 6leos de linhaga dourada e marrom (g/100 g de produto)

Semente de Semente de Oleo de Oleo de

linhaga dourada linhaca marrom linhaca dourada linhaca marrom
Acidos graxos Média + SD EPM Média+SD EPM Média+SD EPM Média + SD EPM
SFA
Ac. laurico (C12:0) 0,01 + 0,00* 0,00 0,01 £0,00* 0,00 0,02 +0,00° 0,00 0,03 + 0,00* 0,00
Ac. miristico (C14:0) 0,03 + 0,00° 0,00 0,04 + 0,04* 0,04 0,05 + 0,00* 0,00 0,06 + 0,05* 0,06
Ac. pentadecanoico (C15:0) 0,01 + 0,00* 0,00 0,01 £0,02* 0,00 0,02 £0,00* 0,00 0,02 + 0,00* 0,00
Ac. palmitico (C16:0) 1,93 +0,01° 0,07 2,31 £0,05* 0,10 5,49 + 0,00° 0,00 6,05 £ 0,10* 0,10
Ac. margarico (C17:0) 0,02 + 0,00* 0,00 0,02 = 0,00* 0,00 0,06 = 0,00*° 0,00 0,07 + 0,00* 0,00
Ac. estedrico (C18:0) 1,44 + 0,07° 0,05 1,84 £0,04* 0,03 3,86 +0,00° 0,00 5,03 £ 0,10° 0,07
Ac. araquidico (C20:0) 0,06 + 0,00° 0,00 0,07 £ 0,00 0,00 0,19 £ 0,00*° 0,00 0,19 + 0,00* 0,00
Ac. behénico (C22:0) 0,06 + 0,00? 0,00 0,06 + 0,00* 0,00 0,17 £ 0,00* 0,00 0,18 + 0,00? 0,00
Ac. lignocérico (C24:0) 0,05 + 0,00* 0,00 0,05 +0,00* 0,00 0,11 £0,00* 0,00 0,11 +0,00* 0,00
Total 3,61 + 0,04° 0,03 4,40 £ 0,100 0,07 9,97 £ 0,06° 0,04 11,74 + 0,06* 0,04
Porcentagem total (%) 10,66 12,65 10,48 12,36
MUFAs
Ac. palmitoleico (C16:1 w-7) 0,05 + 0,00* 0,00 0,05+ 0,01* 0,00 0,09 £ 0,00* 0,00 0,09 +0,01* 0,01
Ac. margaroleico (C17:1 w-7) 0,02 + 0,00* 0,00 0,02 £ 0,00* 0,00 0,04 = 0,00* 0,00 0,04 + 0,00* 0,00
Ac. oleico (C18:1 w-9) 8,70 £ 0,31* 0,22 8,43 £ 0,07 0,05 21,31 £ 0,00* 0,00 20,73 £ 0,14* 0,10
Ac. gadoleico (C20:1 w-9) 0,06 + 0,00* 0,00 0,06 = 0,00 0,00 0,17 £ 0,00* 0,00 0,12 +0,01° 0,00
Ac. erucico (C22:1 w-9) 0,00° 0,00 0,02 £ 0,00* 0,00 0,00° 0,00 0,01 + 0,00? 0,00
Total 8,83 £ 0,31° 0,22 8,57 £ 0,06 0,04 21,61 £0,05* 0,03 20,99 £+ 0,16° 0,11
Porcentagem total (%) 26,08 24,62 22,71 22,10
PUFAs
Ac. linoleico (C18:2 w-6) 5,14 + 0,05* 0,03 5,23 +0,03* 0,02 17,41 £ 0,01* 0,00 16,01 + 015° 0,61
Ac. a-linolénico (C18:3 w-3) 16,28 + 0,00° 0,00 16,61 £0,12* 0,08 46,15 = 0,00 0,00 46,24 + 1,29° 0,91
Total 21,42 +0,05* 0,00 21,84 +£0,08* 0,06 63,56 £ 0,01* 0,01 62,25 + 0,06° 0,02
Porcentagem total (%) 63,26 62,75 66,80 65,54
Porcentagem total w-6 (%) 15,18 15,02 18,30 16,86
Porcentagem total w-3 (%) 48,08 47,73 48,51 48,68

Acidos graxos trans

Ac. linolelaidico (C18:2 trans
0,02 + 0,00* 0,00

0,02 +0,00* 0,00

0,05 +0,00* 0,00 0,05 + 0,00° 0,00

19, t12)

Ac. trans linolénico (C18:3 trans) 0,08 + 0,00* 0,00 0,08 + 0,00 0,00 0,19 +0,00* 0,00 0,19 + 0,00* 0,00
Total 0,10 + 0,00* 0,00 0,10 = 0,00* 0,00 0,24 = 0,00* 0,00 0,24 + 0,00* 0,00
Relagoes

Relagdo w-6/w-3 0,32 + 0,00* 0,00 0,31 +0,00* 0,00 0,38 £ 0,00* 0,00 0,35+ 0,03* 0,02
Relacdo PUFAs/SFA 5,93 £+ 0,08° 0,06 497 £0,23* 0,16 6,38 + 0,04 0,03 5,30 + 0,17° 0,12

*Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste t de student (p<0,05); SD: Desvio padrdo da média; EPM: Erro padrio da
média; MUFAs: monoinsaturados; PUFAs: poli-insaturados; SFA: saturados; Ac.: acido. Obs.: aproximadamente 2 g de 4dcidos graxos (do total
de lipidios) da semente ndo foram identificados na analise; aproximadamente 5 g de acidos graxos (do total de lipidios) do 6leo ndo foram

identificados na analise.

significativa entre os demais (p > 0,05). Os dois produtos
apresentaram semelhantes teores totais de MUFAs e
sdo avaliados por Madhusudhan'® como um alimento
que fornece quantidades moderadas destes dcidos
graxos. Sendo assim, ambas as variedades possuem boas
caracteristicas nutricionais.

De acordo com estes resultados, verificou-se um
beneficio no consumo da linhaca e derivados, uma vez
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que o acido oleico, em geral, tem sido considerado neutro
para o risco de hipercolesterolemia. Porém, alguns
autores relatam que este dcido graxo pode ter efeito
hipocolesterolémico, baixando a concentragao sérica de
colesterol total®'.

O acido a-linolénico apresentou-se em maior
quantidade, seguido pelo acido linoleico, na avaliagdo
dos PUFAs. A porcentagem total de PUFAs foi de
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63,26% na linhaca dourada e 62,75% na marrom. A
porcentagem total de acidos graxos w-3 e w-6 da linhaga
dourada resultou em 48,08% e 15,18%, respectivamente,
sendo 47,73% e 15,02%, respectivamente, na variedade
marrom. Nao houve diferenca significativa entre os
acidos linoleico, a-linolénico e total de PUFAs.

Como verificado, a linhaca é um alimento rico
em acidos graxos w-3. Estudos tém demonstrado que a
ingestao de acidos graxos de cadeia longa w-3, bem como
o consumo de a-linolénico podem reduzir o risco de
doencas cardiacas*>**'°. Portanto, uma alimenta¢do com
linhaga pode trazer resultados positivos para a saude
publica, ajudando a aumentar o nivel deste acido graxo
na dieta.

Nao foi verificada diferenca estatistica entre os
acidos graxos trans nas duas variedades de semente.
Apesar de os produtos apresentarem teores de acidos
graxos trans, estes valores podem ser considerados muito
pequenos, devido a baixa recomendagdo na ingestdo
diaria dalinhaga (24 g/dia)’. Também a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)* informa que produtos
contendo menos que 0,2 g por por¢ao podem ser
declarados na rotulagem como “zero” ou “nao contém”
acidos graxos trans.

Estes dados trazem informacgdes importantes
aos consumidores, uma vez que a maijoria dos estudos
epidemioldgicos relacionam a ingestao dietética de acidos
graxos trans com aumento da morbidade e mortalidade
por insuficiéncia coronaria e desenvolvimento da
aterosclerose®!.

Devido a maior quantidade de acidos graxos
saturados da semente de linhaca marrom, verificou-se,
na Tabela 3, uma menor relacio PUFAs/SFA, sendo que
nao houve diferenca significativa (p > 0,05) na relagao
w-6/w-3 entre os produtos.

Pela elevada quantidade de acido graxo
a-linolénico, presente em ambas as variedades de
semente de linhaca, observou-se uma relacio w-6/w-3
muito baixa. Segundo Madhusudhan', a relagao w-6/w-3
da linhaca é de 0,3:1, resultados que confirmam os
encontrados na atual pesquisa. Quando se compara esta
relacao da linhaca com outras fontes importantes, tais
como milho (58:1), soja (7:1) e canola (2:1)**, a mesma
fornece menores teores de acidos graxos w-6.

Acredita-se que, na sociedade ocidental atual, a
propor¢ao de w-6/w-3 pode ser tao elevada quanto 20-
30:1>'%*, sendo geralmente atribuida a multiplicidade de
6leos vegetais atualmente disponiveis e consumidos, os

quais sdo ricos em acidos graxos w-6*. Esta propor¢ao
se encontra muito distante da recomendacio atual para a
relagdo w-6/w-3 (4:1a10:1)*. Assim, a suplementagido da
dieta com semente de linhaga proporciona uma boa fonte
de acido graxo w-3 (a-linolénico), baixos niveis de acido
linoleico, bem como uma baixa relacido w-6/w-3.

Ressalta-se que o nivel aceitavel de ingestao de
acido graxo a-linolénico ¢ de 1,6 g/dia para homens
e 1,1 g/dia para mulheres®. Assim, para se obter estas
recomendacdes adequadas, seria necessario um consumo
diario de aproximadamente 10 g de semente de linhaca
dourada ou marrom para homens e 7 g para mulheres.

Avaliando-se os oleos de linhacas dourada e
marrom, em relacao aos acidos graxos saturados, o acido
palmitico foi encontrado em maior quantidade, seguido
do estearico, concordando com estudos de Oomah e
Mazza® com dleo de linhaga marrom. A porcentagem
total de acidos graxos saturados foi de 10,48% para o
6leo de linhaca dourada, concordando com estudos de
Morris’, sendo 12,36% para o 6leo de linhaca marrom.

Niao houve diferenca estatistica entre as
amostras de 6leo de linha¢a dourada e marrom entre
os acidos miristico, pentadecanodico, margarico,
araquidico, behénico e lignocérico. Valores maiores (p
< 0,05) de acidos graxos laurico, palmitico, estearico
e, consequentemente, no total de saturados foram
observados no dleo de linhaca marrom. Assim, este 6leo
apresentou-se menos propicio ao consumo humano que
o dleo de linhaca dourada, uma vez que ofereceu uma
maior quantidade de gorduras saturadas, consideradas
prejudiciais ao organismo, principalmente o acido
palmitico, correlacionado a hipercolesterolemia>!>'63%3!,

O acido graxo oleico obteve maior teor, dentre os
MUFAs, em ambos os dleos, com porcentagem total de
MUPFAs de 22,71% no 6leo de linhaca dourada e 22,10%,
no oleo de linhaca marrom, dados que corroboram com
pesquisas de Morris®. A maioria dos MUFAs mostrou
valores que ndo diferiram significativamente entre as
amostras. Porém, o acido graxo gadoleico foi superior
no oleo de linhaga dourada e o acido graxo ertcico
foi maior no 6leo de linhaca marrom. Entretanto, nao
houve diferenca (p > 0,05) entre o teor total de MUFAs
de ambas as amostras. Neste quesito, ambos os 6leos sdo
igualmente benéficos para o consumo.

Dentre os PUFAs, o acido a-linolénico foi
verificado em maior quantidade, seguido pelo dacido
linoleico, tanto nos O6leos de linhaga dourada como
marrom. Oomah e Mazza®, pesquisando o 6leo de linhaga
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marrom da variedade Norman, também encontraram
valores semelhantes de acido graxo C18:2, w-6. Ressalta-
se que a porcentagem total de PUFAs, w-3 e w-6 no dleo
de linhaca dourada foi de 66,80%, 48,51% e 18,30%,
enquanto, no 6leo de linhaca marrom, obteve-se 65,54%,
48,68% e 16,86%, respectivamente, corroborando com
resultados de Morris’.

Constatou-se, também, que o teor de dacido
linoleico, o total de PUFAs e a relagio PUFAs/SFA
foram superiores no 6leo de linhaga dourada, sendo que
a quantidade de acido graxo a-linolénico nao diferiu
entre os produtos (p > 0,05). O 6leo de linha¢a dourada
mostrou melhor qualidade para a ingestdo humana,
uma vez que este perfil, principalmente os acidos
graxos w-3, ¢ considerado como preventivo de varias
patologias">*'°.

Conforme a DRI*, um consumo didrio de
aproximadamente 4 g de 6leos de linhagas dourada e
marrom para homens e 3 g para mulheres seria adequado
para atingir as recomendagdes nutricionais do acido
graxo C18:3, w-3.

O teor de acidos graxos trans e a relagdo w-6/w-3
das amostras de 6leo de linhaca dourada e marrom nao
mostraram diferenga significativa, sendo o acido trans
linolénico encontrado em maior quantidade nos dleos,
representando fontes igualmente benéficas para aquisi¢ao
dos consumidores nesta avaliacdo.

Green e Marshall®, analisando o O¢leo das
variedades de linhacas dourada e marrom, observaram
diferencas consideraveis entre os acidos graxos, sendo
3,80% a 9,20% de acido palmitico, 1,30% a 6,20% de
acido estedrico, 13,30% a 25,20% de 4cido oleico, 10,40%
a 20,90% de dacido linoleico e 45,50% a 63,10% de
a-linolénico. Assim, verificou-se que as analises do atual
trabalho estio conforme as variagdes relatadas pelos
autores, sendo que o principal motivo destas diferencas
pode ser explicado pela heterogeneidade genética dos
produtos.

Avaliagdes microbioldgicas

Na Tabela 4, podem ser observadas as avaliacdes
microbioldgicas da semente e 6leo de linhaga dourada e
marrom.

NaResolugao RDCn° 12, de 2 dejaneiro de 2001°,
que define critérios para os padrdes microbioldgicos
sanitarios em alimentos, existem apenas limites para
coliformes a 45 °C/g, o qual melhor se enquadra
para a semente de linhaca por definir pardmetros
microbioldgicos para sementes comestiveis cruas. Sendo
assim, todas as avaliagdes microbioldgicas encontram-se
dentro dos limites aceitaveis para as amostras de semente
de linhaga dourada e marrom, sugerindo condigdes
higiénicas satisfatérias dos produtos. Estes resultados
concordam com aqueles obtidos por Morais et al.*’, que
avaliaram amostras de semente de linhaca dourada e
marrom quanto a presenca de coliformes a 45 °C.

Ressalta-se que, também, ndo existe umalegislacao
especifica para a contagem total de microrganismos, tanto
para o 6leo como para a semente de linhaga. Entretanto,
Riedel® afirma que alimentos que mostram contagens
entre 10° e 10° UFC/g sdo considerados como altamente
contaminados e, consequentemente, imprdprios para
o consumo. Baseando-se nisso, nenhuma das amostras
avaliadas representa um risco potencial para os
consumidores.

Apesar das contagens microbianas observadas
estarem dentro dos limites para ingestdao, deve-se
observar a importincia de boas préticas na manipula¢ao
e conservacao desses produtos como ingredientes
alimenticios, pois serdo aplicados em formulac¢des ou
consumidos diretamente. Os fatores ambientais, tais
como: umidade relativa, qualidade microbiolégica da
agua e temperatura, assim como aqueles relacionados
com o produto elaborado (pH, atividade de agua e
acidez), também desempenham um papel fundamental
na qualidade microbioldgica do produto final*’, podendo
comprometer a vida de prateleira dos alimentos
industrializados.

Tabela 4. Avaliagao microbioldgica das sementes e dos 6leos de linhaga dourada e marrom

. Semente de linhaga Semente de linhaga Oleo de Oleo de
Determinagao ) .
dourada marrom linha¢a dourada  linha¢a marrom
Psicrotroficos (UFC/g)/Log (UFC/g) 1,21 x 10*/4,08 2,75 x 10%/4,44 <1 <1
Mesofilos (UFC/g)/Log (UFC/g) 7,71 x 10%/3,89 9,85 x 10%/3,99 <1 <1
NMP coliformes totais/g (35 °C) 4 15 <3 <3
NMP coliformes termotolerantes/g (45 °C) <3 <3 <3 <3

*UFC: Unidade formadora de colonia; NMP: niimero mais provavel; Log: logaritmo.
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Teores de TBARS no 6leos delinhacas dourada e marrom
Na Figura 1, verifica-se os teores de TBARS do
6leos de linhacas dourada e marrom.
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Figura 1. Teor de TBARS do 6leo de linhaca dourada e marrom
*Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste t de stu-
dent (p < 0,05).

O o6leo de linhaca dourada apresentou menor
resultado (p < 0,05) de TBARS, comparado ao dleo de
linhaca marrom. Entretanto, as duas amostras podem ser
consideradas com valores baixos de oxida¢do lipidica,
conforme a legislagdo atual (maximo de 0,8 g/100 g)*.
Estes resultados podem ser explicados, uma vez que a
linhaga tem sido apontada como uma alternativa natural
contra os efeitos oxidativos dos radicais livres, por possuir
compostos com potencial antioxidante>>'*!%,

Ressalta-se que o alto teor de a-linolénico no 6leo
de linhaga ¢é altamente suscetivel a oxidac¢ao, levando a
rapida deterioracdo da qualidade do produto. A oxidacao
destes 6leos pode ser acelerada pela exposicdo a luz (foto-
oxidagdo), presenca de oxigénio e fotossensibilizadores
que podem produzir hidroperdxidos de acidos graxos
insaturados e ésteres'.

Entretanto, para aumentar a vida atil de um
produto, a tecnologia de alimentos visa ao emprego
de algumas técnicas especificas, como mudancas de
temperatura, atividade de agua, valor do pH, potencial
de oxidorredugdo, destruic¢do dos microorganismos
e emprego de embalagens apropriadas*. Destaca-se
que, mesmo apds a extracio a frio, para evitar a rdpida
ocorréncia do rango, o 6leo de linhaga é, muitas vezes,
complementado com vitamina E e armazenado em frascos
de vidro escuro, sendo que ndo é indicado para fritura®>".
Assim, devido aos baixos teores de TBARS, os produtos
analisados revelam boa procedéncia tecnologica.

CONCLUSAO

A semente de linhaca dourada mostrou melhor
qualidade nutricional, uma vez que proporcionou menor
conteudo total de acidos graxos saturados. Tanto alinhaga
dourada como a marrom apresentaram semelhantes
beneficios para o consumo, uma vez considerados os
teores totais de MUFAs, PUFAs, acidos graxos trans e
relagao w-6/w-3.

Os Oleos de linhaca dourada e marrom
apresentaram  composicdo  centesimal  similares.
Entretanto, na avaliagdo do perfil de acidos graxos, o
o6leo de linhaga dourada mostrou-se mais favoravel ao
consumo humano, oferecendo menor quantidade de
acidos graxos saturados e maior teor total de PUFAs.
Ambos os 6leos foram considerados igualmente benéficos
para o consumo humano, em relagdo a quantidade total
de MUFAs, acidos graxos trans e relagao w-6/w-3.

Na avaliagdo geral das relagdes dos acidos
graxos do 6leos e das sementes de linhagas dourada e
marrom, verificou-se a predominancia do acido graxo
a-linolénico, obtendo-se uma baixa relagdo w-6/w-3 e
alta relagdo PUFAs/SFA.

Os teores de acidos graxos trans foram baixos,
tanto no 6leo quanto na semente de linhaca dourada e
marrom.

Diante do exposto, a linhaca e seus derivados
mostraram potencial para o uso como alimentos e/ou
ingredientes funcionais em produtos alimenticios, com
destaque a linhaca dourada devido ao seu melhor perfil
de acidos graxos.
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ABSTRACT

This present work aimed at developing a cake using yacon flour (20% and 40%), for replacing partially the
wheat flour. The products were characterized on the nutritional composition, glycemic index, glycemic
charge and in vitro prebiotic effect. The physicochemical analyses showed a high fiber concentration in the
experimental cakes, in compliance with the legislation in force, being 7.49g% for the cake A (yacon 20%)
and 10.75g% for the cake B (yacon 40%). Low concentrations of available carbohydrates of 11.22g% and
9.35g% were found in both cake A and B, respectively. Glicemic index lower than 55 and glycemic charge
lower than 10 were detected. The prebiotic effect was observed by keeping the lactic bacteria above 10°
UFC/g of substrate. On that account, cakes containing high fiber concentrations were achieved. Regardless
of the added amounts of yacon flour to the experimental cakes, they were classified as of low glycemic
index and glycemic charges products, besides their in vitro prebiotic effect.

Keywords. yacon flour, cake, prebiotic effect, glycemic index, glycemic charge.

RESUMO

No presente trabalho, foram desenvolvidos bolos adicionando-se farinha de yacon [20% (bolo A) e 40%
(bolo B)], em substituicdo parcial a farinha de trigo. Os produtos foram avaliados quanto as caracteristicas
de composicdo nutricional, indice glicémico, carga glicémica e efeito prebidtico in vitro. As andlises fisico-
quimicas mostraram concentragio elevada de fibra nos bolos experimentais, de acordo com a legislacao
vigente, cujos valores foram de 7,49g% para o bolo A e 10,75g% para o bolo B. Ambos os bolos A e bolo B
demonstraram baixa concentra¢do de carboidratos disponiveis, respectivamente, de 11,22g% e 9,35g%. O
indice glicémico foi inferior a 55 e a carga glicémica inferior a 10. O efeito prebidtico foi observado pela
manutengdo das bactérias lacteas acima de 10° UFC/g de substrato. Neste estudo, foram obtidos bolos
com alto teor de fibras. Independentemente da quantidade de farinha de yacon adicionada aos bolos
experimentais, estes foram classificados como de baixos indice e carga glicémicos, e de efeito prebidtico
in vitro.

Palavras chave. farinha de yacon, bolo, efeito prebidtico, indice glicémico, carga glicémica.
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INTRODUCTION

Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a spare tube
roots plant, fusiform, containing a fleshy, sweet and
clear pulp, even reaching 20 cm of length, presenting an
external brown color and an internal cream-like staining.
Its roots are eaten raw and still under the shape of a juice,
syrup or dehydrated. They own a sweet flavor due to its
fructan, inulin/ fructooligosaccharide content. - FOS'.

Despite fructans perform functional properties
as fiber fractions do, according to FAO/WHO recent
report, these fructans are not classified as fibers, for
being spare carbohydrates of vegetables®. Fuctans, upon
reaching intact the large intestine, are fermented by
probiotic cultures, mainly of the gender Bifidobacterium
e Lactobacillus. As an aftermath, a series of compounds,
including short chain fatty acids (AGCC) mainly acetate,
propionate and butyrate, which are absorbed and used by
human epithelial cells, nurturing the salt and water uptake,
the growth of epithelial cells and the intestinal movement’.

Fructooligosaccharide fructans, known as “non-
conventional’, present a relatively low fat value (1-2
Kcal/g) that might influence upon the glycemic response*.

There is in the literature, yacon application
(extracts, flour) on several food products, among them
chocolate cakes light developed by Padilha et al.’, bread
made without fat by Rolim et al.%, jelly of yacon, guava
and acerola no added sugar produced by Prati et al.” and
yacon juice produced by Lago et al.®. Among these, the
cake is not considered a basic food, it is highly accepted
by the population as a whole, on presenting a soft and
porous texture, plus a sweet flavor. Notwithstanding, its
intake is limited for diabetic and overweight individuals®.

Before the exposed results, it was agreed to
develop formulations on chocolate cakes with yacon

Table 1. Proportions of ingredients in the cakes formulation

flour, aiming to assess the nutritional characteristics and
the effects concerning the glycemic response and the
prebiotic potential.

MATERIAL AND METHODS

Yacon flour processing and cake preparation

The in natura yacon roots were washed and
immersed in a sodium hypochloride solution at 200
ppm by 15 minutes. After, they were peeled on running
water and cut by sharp-edged blades. The blades were
immersed in a calcium chloride solution, containing
1,0 g . 100 g' during 30 minutes. Then the blades
were deposited on polyethylene trays and dried in
an oven with forced ventilation at 55 °C for 24 hours.
Subsequently, yacon was triturated in a dry mill rotor to
obtain a product with characteristics of flour, which was
packed in polyethylene bags, sealed and stored under
refrigeration.

The cakes were prepared using the ingredients of
the Table 1. The formulations showed different amounts
of sugar, milk reconstituted powder and yacon meal. The
sugar content reduced in the formulation as increased
the amount of flour added yacon, because yacon
fructooligosaccharides present a third of the sweetening
power of sucrose®. The mass of the cakes was prepared in
mixer Kitchen Aid model K555, Hz 50-60. The margarine
and the sugar were homogenated for 2 minutes at speed
2. After that, the other ingredients were added and
homogenated for 3 minutes. At room temperature, the
eggs were blended for 3 minutes at speed 1. Finally,
the egg whites were added to the dough manually. The
samples were baked in an oven at a temperature of 180
°C, for 30 minutes.

It G Formulations

Standard sample P (%) Experimental sample A (%) Experimental sample B (%)
Eggs 98 g 98¢g 9g
Margarine (80% of lipids) 100 g 100 g 100 g
Milk reconstituted powder 100 mL 90 mL 80 mL
Crystal sugar 100 g 70g 40¢g
Cocoa powder 6g 6g 6g
Chocolate 36¢g 36¢g 36g
Wheat flour 100 g 80¢g 60g
Yacon powder - 20¢g 40 ¢
Baking power 16g 16¢ 16g
Salt 3g 3g 3g
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Microbiological analysis on yacon flour

In order to check the yacon flour innocuity,
coliform analysis were carried out at 45 °C, Bacillus cereus
e Salmonella spp.*.

Yacon flour and cake Centesimal Composition

The yacon flour and chocolate cake centesimal
composition was determined in triplicate according
to AOAC method" humidity (method 935.29); fixed
mineral residues (method 930.22-32.308), proteins
(method 991.20-33.2.11), ether extract (method 963.15-
31.4.02), total food fiber (985.29-45.4.08), total fructans'?,
and other carbohydrates by difference.

“Invitro” Glycemic Index Determination and Glycemic
Charge

The glycemic index determination (GI) was
carried out according to the method developed by Goni
et al.”. The glucose curve obtained to calculate the
glycemic index, using the white bread as food reference
and the software Autocad (2008), to calculate the area.

The GI acquired was classified according to
Brand-Miller et al.' that follows the American Diabetic
Association ADA'" recommendation, being the GI
considered low values < 55 and high values > 70. The
glycemic charge (GC = GI x carbohydrate available in the
portion / 100) was classified as low (< 10) or high (= 20)
according to Lajolo and Menezes'.

Determination of the “in vitro” power prebiotic

The prebiotic effect was checked through
fermetation of three formulations according to the
methodology proposed by Cambrodén and Martin-
Carréon', with changes suggested by Silveira et al.'®.

The 100 mg-samples were set in test tubes with
8 mL of the middle of fermentation', incubated at
37 °C, in Gaspak jar with anaerobic system, during 12
hours. 2mL of inoculum were added to each test tube,
prepared from infants” feces lifted up in the middle of
fermentation, in proportion of 10 mL/g of feces, a 37 °C,
under anaerobiosis for 12 hours.

Then, tubes were kept in anaerobic system, in
double boiler under agitation and controlled (37 °C),
remaining on these conditions during the fermentation
period. In an interval of 2 hours, a 1 mL-aliquot of the
metabolic liquid was used to count the bacteria.

In order to quantify and identify Bifidobacterium
e Lactobacillus, the differential means HHD Agar® was

used. The samples of the metabolic liquid were incubated
through surface plate, at 37 °C + 1 °C, for 72 h in anaerobic
environment.

Statistic Treatment

The results were submitted to variance analysis
(ANOVA), being the Duncan test carried out to be
compared among the averages obtained at a 5% meaning
level. In order to check the correlation among the
samples, the software “statistic for windows” was used*..

RESULTS

The microbiological analysis for coliforms
at 45 °C/g (< 3,0), Bacillus cereus at UFC/g (< 1,0)
and Salmonella spp./25 g (absence) presented results
according to legislation®, (10 for coliforms at 45 °C
NMP/g, 3 x 10° for Bacillus cereus at UFC/g and absence
in 25 g for Salmonella) being under safe conditions for
human intake.

The results of the centesimal composition
(Table 2) of the yacon flour were similar to the ones
reported by literature. According to the centesimal
composition (Table 3), experimental cakes presented a
higher humidity, minerals and fibers contents. On the
other hand, presented reduced content of carbohydrates
(compared to the standard sample).

Table 2. Centesimal composition of yacon flour

Physical-chemical analysis  Yacon flour
Moisture 13,24
Ash 42
Protein 3,36
Lipids 0,19
Carbohydrate* 66,8
Total soluble fiber 2,76
Total fructans 1,45
Insoluble fiber 9,45
Total dietary fiber 12,21
V.C.T (Kcal) 282,35

* calculated by difference

According to the results depicted in the Table 4, the
GI and GC values found for formulations with yacon flour
were considered low'* 6. Brand-Miller etal."* that follows the
American Diabetic Association ADA'® recommendation,
being the GI considered low values < 55 and high values >
70. The glycemic charge (GC = GI x carbohydrate available
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Table 3. Centesimal composition of chocolate cakes

Analysis X Sample A Sample B
(hurzid basis g/100 g) Standard cake (without yacon flour) (20% of yacon flour) (40% of yacon flour)
Moisture 35,85 + 0,56¢ 42,59 + 0,55b 45,72 £ 1,15a
Ash 2,15 + 0,02¢ 2,66 + 0,02b 3,20 + 0,01a
Protein 7,21 £0,26a 7,06 £0,11a 6,59 + 0,04b
Lipids 31,23 £ 0,40a 28,98 + 0,26b 24,39 + 0,58¢
Carbohydrates* 19,93 £ 0,13a 11,22 £ 0,12b 9,35 + 0,25¢
Total soluble fiber 2,15 £ 0,02¢ 4,47 + 0,04b 4,94 + 0,052
Total fructans - 0,84 £ 0,01a 1,06 £ 0,01a
Insoluble fiber 1,48 £ 0,08¢ 3,02 + 0,05b 5,81 + 0,02a
Total dietary fiber 3,63 + 0,02¢ 7,49 + 0,02b 10,75 + 0,03a
V.C.T (Kcal) 389,63 + 2,03a 333,94 + 1,10b 283,27 + 2,04c¢

Same letter horizontally do not differ significantly at 5% significance level

* calculated by difference

in the portion / 100) was classified as low (< 10) or high (=
20) according to Lajolo and Menezes'®.

Table 4. Glycemic index and glycemic charge of standard and expe-
rimental cakes

1 ic Ch: 1
Sample Glycemic Index G ycemlc.C arge (100
g da portion of food)
Standard cake
. 73,18 17,08
(without yacon flour)
Sample A
25,22 2,82
(20% of yacon flour)
le B
Sample 17,16 1,6

(40% of yacon flour)

The results (Table 5) showed that experimental
cakes presented a satisfactory quantities of probiotics
bacteria, mainly lactobacillus. According to Saad”,
for changes favorable in the composition of intestinal
microbiota are observed at doses of 100g of food product
containing 10°CFU of probiotic micro-organisms
(10’CFU/g of product).

DISCUSSION

Centesimal composition of yacon flour

The results of the centesimal composition (Table
3) of the yacon flour were similar to the ones reported
by Marangoni and Collares* and Fuke et al., except for
protein values. Ribeiro® reported percentages of protein
and total food fiber similar to the data depicted in the
Table 3, in yacon flour obtained through the same drying
temperature (55 °C). Viega et al.”’ also found similar
values to such work, regarding the percentage of ashes,

304

fibers and lipids. On the other hand, Moscatto et al.*®
found distinct values for all the parameters analyzed. The
divergences could be explained through different times
and drying temperature deployed, apart from the yacon
growing and harvesting, and the state of maturation of
the vegetable studied®.

Centesimal composition of chocolate cakes

According to the centesimal composition (Table
4), the experimental cake B, presented a higher humidity
content compared to the other cakes, result expected due
to the higher yacon flour content, raw material containing
a high number of hidroxyls available for water bond™.

Regarding minerals, the experimental cakes
presented a higher content, possibly by the calcium (23
mg/g) and the phosphorus (21 mg/g) in the yacon®'.

And as for the other parameters, meaningful
differences were observed among the experimental
samples (Table 4). Upon observing the fiber content,
the cakes A and B were considered products high in
fiber, according to the current legislation that classifies a
product as rich in fibers when it presents 3% of fibers and
high for a percentage of 6% of fibers®'.

The reduced content of carbohydrates available
in the cakes A and B, regarding the pattern, it was already
expected, due to the partial replacement of the wheat
and flour for the yacon flour and the reduction of the
sugar in the formulations (Table 1). Moreover, there was
a meaningful reduction on the carbohydrates available
around 30% for the cake A and 60% for the cake B, if
compared to the standard cake providing low-sugar
products, previously established by the Brazilian food
legislation®* (Table 4). It was expected because the cakes
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Table 5. Count of probiotics bacteria in cake formulations

Infant feces

Standard cake

Cake A (CFU Cake B (CFU

Samples / Ferment. time (inoculum) (CFU/g) eA ( /8) ake B ( e

Lacto Bifid Lacto. Bifid. Lacto. Bifid Lacto. Bifid
Oh INC 2,0 x 107 8x10° NI 1,1 x 108 NI 3,0x 107 1,5x 108
2h 4,2 x 107 NI 6x 10° NI 1,2x 108 NI INC INC
4h 1,2x 107 NI 3,2x 107 NI 1,3x 108 NI INC INC
6h 1,5x 107 NI 8,4 x 107 NI 1,2x 108 NI INC INC
8h 1,0 x 107 NI 6,1 x 107 NI 9,8x 107 NI 5,1x 107 INC
10h 2,1 x 107 NI 3,2x 107 NI 8,3x 107 NI 3,3x 107 INC
12h 1,2 x 107 NI 3x10° NI 9,6 x 107 NI 1,8 x 107 INC

Lacto. = Lactobacillus, Bifid = Bifidbacteria; C.EU. = Colony forming units; NI = Non identified; INC = uncountable

A and B contained less sugar in these formulations.
However, results of sensory analysis performed by
Padilha et al.” showed that for the attribute sweet taste,
the cake B, formulated with lower content of sugar (40 g)
and higher content of yacon flour (40%) had the highest
note, which stated that not significantly different (p
<0.05) standard sample and proving the performance of
the FOS as a sugar substitute®.

Determination of the glycemic index and glycemic
charge

The literature is scarce concerning the
determination of the GI in formulated foods with yacon
flour. According to the results depicted in the Table 5, the
GI values found for formulations with yacon flour were
considered low. The cakes” GC containing yacon were
also classified as low'>"".

These results can be explained by the application
of yacon flour and, furthermore, by the fructans’ content,
as they perform similar effects compared to the fiber
fraction, influences the foods” GI**.

Besides the presence of fructans, the interactions
starch-lipid and starch-protein during the thermal
process possibly intervened in the GI and GC of the
cakes®. It's remarkable to determine such parameters
in foods containing starch and fructans, aiming to help
individuals to select better foods, especially those bearing
disturbance on carbohydrate metabolism®.

Comparing the results of the standard cake to the
literature, it was stated that the latter’s GC was higher to
the one reported by Brand-Miller et al.'* that detected
47, and lower to the FAO chart, which determines the
GI of 87+5 for cakes®. The divergences in the results
described are resulted from the different ingredients used
in the formulations, time and temperature of the thermal
process, among other factors.

Cakes’ Prebiotic Power

The results (Table 6) showed that the inoculum
used in the fermentation presented satisfactory quantities
of prebiotic bacteria, mainly lactobacillus. Roberfroid*
agreeing with other works reported that the growth
of probiotic bacteria depend on the starting counting
of bacteria in the feces (inoculum), regardless of the
fructans dose deployed.

There was a remarkable growth of these bacteria
during the fermentation of the experimental cakes, stating
the yacon flour’s potential as a prebiotic ingredient.
According to Brasil*® the prebiotic cultures counting over
10° UFC/g of substrate is able to produce beneficial effects
in the organism. Through a work carried out by Pedreschi
et al.¥ depicted that lactobacillus and bifidobacterium
were able to ferment the FOS in the yacon roots.

The absence of bifidbacteria in the cake A can be
explained through a higher demand on such bacteria, as
well as through the lower amount of yacon flour in the
formulation at issue, causing a competition among the
prebiotic cultures for the substrate®.

Regarding the fermentation of the cake B, the
genders Bifidobacterium and Lactobacillus presented an
outstanding growth, especially the former one, possibly due
to its higher fructans content in the formulation, reducing,
thus, the competition among the prebiotic bacteria.

Nevertheless, such results must be checked
by in vivo experimental models, whereas as the other
prebiotics, its intake from 20 to 30 g of those might
present several effects, however reversible, through the
intake interruption®.

CONCLUSION

The partial replacement of wheat flour by yacon
flour favored the production of cakes rich in fiber. In
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addition, probably contributed to reduce the content of
sugar used in formulations A and B which contributed
to obtaining low glycemic index and low glycemic
charge. Cakes containing yacon flour presented prebiotic
potential for causing the probiotic bacteria growth during
the in vitro fermentation.
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RESUMO

A farinha de yacon ¢é ingrediente alimentar rico em fibras, especialmente fruto-oligossacarideos (FOS)
e inulina, considerados como prebidticos. Neste estudo, foram produzidos iogurtes light suplementados
com 1,58%, 2,56%, 3,00% e 3,86% de farinha de yacon e quantificados os teores de fibras. O efeito da
concentragdo de farinha de yacon foi avaliado no perfil sensorial e na aceitabilidade dos produtos. A
quantidade de farinha de yacon foi estimada para obter iogurtes que poderiam ser classificados como
fontes de fibra alimentar total (FAT), inulina e/ou FOS. A FAT foi mensurada pelo método enzimatico-
gravimétrico, e FOS e inulina por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O painel sensorial avaliou 11
atributos pelo método espectro (n = 9) e a aceitabilidade (n = 92) pela escala hedonica de nove pontos.
Os resultados foram analisados por meio de Anova e regressao. Os iogurtes contendo 2,56% a 3,86% de
farinha de yacon podem ser considerados como fontes de FAT. No perfil sensorial, os descritores para
aparéncia, textura, aroma e sabor de yacon aumentaram linearmente (p < 0,01) com adigdo de farinha
de yacon. Nao houve mudanca nos gostos doce e 4cido, porém o aroma fermentado diminuiu com a
suplementac¢do. Houve maior aceitagdo de iogurtes com menor quantidade de farinha de yacon.
Palavras-chave. iogurte, farinha de yacon, fibra alimentar, frutooligossacarideos, inulina, método espectro.

ABSTRACT

Yacon flour is a food ingredient rich in fiber, specially fructooligosaccharides (FOS) and inulin, considered
as prebiotic. This study aimed at producing a light yogurt supplemented with 1.58%, 2.56%, 3.00% and
3.86% of yacon flour, and evaluating the quantity of fiber contents. The effect of yacon flour contents on
the sensory profile and acceptability of yogurt was analyzed. The yacon flour amounts were estimated to
produce yogurts, which could be classified as sources of total dietary fibers (TDF), inulin and/or FOS.
TDF was quantified by enzymatic-gravimetric method, and FOS and inulin by high performance liquid
chromatography. Sensory panel evaluated 11 attributes by spectrum method (n = 9) and acceptability (n
= 92) by using nine-point hedonic scale. The results were analyzed by ANOVA and regression. Yogurts
containing 2.56% to 3.86% of yacon flour may be considered a source of TDE. In the sensory profile,
the descriptors for appearance, texture, yacon aroma and yacon flavor increased linearly (P < 0.01) with
addition of yacon flour. Sweet and acid tastes did not change, and the fermented aroma decreased with
supplementation. Acceptance was higher for yogurts with lower quantities of yacon flour.

Keywords. yogurt, yacon flour, dietary fiber, fructooligosaccharides, inulin, spectrum method.
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INTRODUCAO

Os alimentos funcionais constituem prioridade
de pesquisa na area de nutri¢ao e tecnologia de alimentos,
levando-se em conta o interesse do consumidor em
alimentos mais saudaveis, que, além de nutrir, ajudam a
modelar o sistema fisiologico do organismo'*.

O setor lacteo ndo foge a esta tendéncia em
produzir alimentos em que a funcionalidade é o principal
atributo>®. Dentre os produtos derivados doleite, oiogurte
tem grande destaque, dada a sua versatilidade, podendo
apresentar auséncia ou reduzido teor de gordura, pode
ser adicionado de frutas, cereais e diferentes sabores,
sendo um alimento saudavel e nutritivo”*. Pode também
ser enriquecido com alimentos aos quais sao atribuidas
caracteristicas probioticas, prebioticas e nutracéuticas.

Dentre os alimentos funcionais, o yacon
(Smallanthus sonchifolius) tem ganhado importancia. E
uma raiz de origem andina e tem sido descrita como o
alimento com maior contetdo de fruto-oligossacarideos
(FOS) na natureza, diferentemente da maioria dos
tubérculos e raizes, que armazenam seus carboidratos
em forma de amido. Os FOS sdo um tipo especial de
carboidrato com efeitos enormemente benéficos para a
saide humana. Uma das principais caracteristicas desses
carboidratos ¢ a estimulagdo do crescimento de bactérias
ndo patogénicas por meio da fermentagdo colonica,
sendo assim classificados como constituintes bioativos
com alegacdo prebidtica’ e, portanto, funcionais.

A partir da raiz de yacon, é possivel obter a
farinha, que vem sendo utilizada como ingrediente em
alimentos, dando origem a produtos com baixo teor de
gordura e reduzido valor calérico, além de propiciar
beneficios fisioldgicos ao consumidor'.

O desenvolvimento de iogurte light adicionado de
farinha de yacon poderia ser uma alternativa no mercado
de fermentados, pois, além de poder ser consumido
por pessoas de diferentes faixas etdrias, gerando varios
beneficios a saude, permitiria a elaboragdo de um
produto com fibras e baixos teores de gordura e agucar,
possibilitando sua indicagdo para consumidores obesos,
com indices lipidicos séricos elevados'"'? e com disttrbios
gastrointestinais, como prisdo de ventre.

Essas caracteristicas, associadas a presenca de
atributos sensoriais desejaveis, sdo fatores fundamentais
para assegurar um produto no mercado. Porém,
para garantir que este produto tenha sucesso junto
aos consumidores, é necessario que se trabalhe com

ferramentas de qualidade. Dentre estas ferramentas,
tém-se as técnicas de analise sensorial que permitem
diagnosticar os tipos e causas de deficiéncias na qualidade
do produto, o que é fundamental para se definir medidas
preventivas na produgio, processamento e distribuicao®’.

Dentre os métodos sensoriais analiticos
utilizados em alimentos, destaca-se a analise descritiva
pelo método espectro, que consiste em uma completa,
detalhada e acurada caracterizagdo descritiva dos
atributos sensoriais de um produto, dando énfase tanto
aos aspectos qualitativos, quanto aos quantitativos de
medidas descritivas'.

Outros testes de expressiva relevincia e muito
uteis no campo da analise sensorial sdo os testes afetivos,
que geralmente vém em sequéncia aos descritivos. Os
testes afetivos compreendem aqueles que irdo avaliar o
grau de gostar ou desgostar de determinado produto ou,
ainda, a preferéncia que o consumidor assume sobre um
produto com relagdo a outro. Estes testes podem fornecer
informagdes complementares as respostas obtidas pela
analise descritiva®.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivo quantificar o teor de fibra alimentar total, fruto-
oligossacarideos e inulina e determinar o perfil sensorial,
usando o método espectro de andlise sensorial descritiva e
a aceitabilidade sensorial de iogurtes light suplementados
com diferentes proporgdes de farinha de yacon.

MATERIAL E METODOS

Planejamento experimental

O preparo do iogurte foi conduzido segundo
um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
formulag¢des e um controle em duas repeti¢des. Quatro
concentragdes de farinha de yacon foram adicionadas aos
iogurtes formulados a partir de leite desnatado e adogados
com aspartame (0,072%). As concentragdes de farinha
de yacon foram estimadas em fun¢do da quantidade de
fibras alimentares, FOS e/ou inulina, recomendada pela
Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria'® para alimentos
liquidos com alegacdo de propriedades funcionais a
partir da composi¢do centesimal da farinha de yacon
utilizada no presente estudo. Assim, os iogurtes foram
adicionados de 1,58%, 2,56%, 3,00% e 3,86% de farinha
de yacon, quantidades estas estimadas para fornecer
1,50 g de fibras totais, 1,50 g de FOS e inulina, 1,75 g de
FOS e inulina e 1,50 g de FOS por por¢ao de iogurte,
respectivamente, sendo a por¢ao de iogurte equivalente a
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200 mL. O iogurte controle consistiu na mistura base de
leite desnatado adocados com aspartame sem adigdo de
farinha de yacon.

Processo de obtengao da farinha de yacon

A farinha de yacon, produzida com base na
metodologia de Ribeiro", foi obtida a partir de 45,5 kg
de raizes de yacon in natura, adquiridas no Ceasa de
Belo Horizonte (MG) no periodo de agosto a setembro
de 2009. As raizes foram descascadas manualmente,
fatiadas em multiprocessador (Walita RI7625) e imersas,
inicialmente, em bacias de ago inoxidavel por 15 minutos,
contendo solugdo de hipoclorito de sédio (4% a 6% de
cloro ativo) a 200 ppm e, posteriormente, em outra bacia
de aco inoxidavel, contendo solucdo de bissulfito de
sodio a 0,1% em relagdo ao peso da raiz descascada. Em
seguida, as raizes trituradas foram secas em estufa com
ventilacdo forcada (Nova Etica 400ND/300 °C) a 55 °C
por 48 horas. As raizes secas foram, entao, trituradas em
moinho com rotor vertical de martelos fixos (Marconi
MA-090/CF) para obtengao de farinha, embalada em
saco de polietileno e armazenada sob refrigeragao, em
camara fria a 2-4 °C.

Processo de fabricac¢ao do iogurte ligh com farinha de
yacon

Ao leite desnatado, foram adicionados a farinha
de yacon e o aspartame, sendo a mistura homogeneizada
em agitador mecanico (Omni Macro ES Digital
Programmable Homogenizer) a 4.480 x g por 10 minutos
e, posteriormente, aquecida a temperatura de 83 °C
por 30 minutos em iogurteiras de ago inoxidavel com
capacidade para 20 L (Biasinox).

Apds o aquecimento, a mistura foi resfriada até
42 °C e acrescida de 0,02% de fermento latico fornecido
pela Christian Hansen (Valinhos, SP), conforme Reis',
contendo culturas de Lactobacillus delbriieckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus para iniciar o
processo de fermentagao.

A fermentacio do leite ocorreu por
aproximadamente seis horas, a temperatura de 42 °Ca 43
°C, até o iogurte atingir valores de acidez de 0,70-0,75%
(expressa em porcentagem de acido latico). Em seguida,
ele foi resfriado até alcangar 37 °C, para, entdo, realizar
a quebra da coalhada. Imediatamente, foi realizado
o envase em embalagens de polietileno de 860 mL e o
armazenamento em cdmara fria a temperatura de 2-4
°C até o momento das analises sensoriais, totalizando
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30 dias. O processo de fabricacido de cada formulacio de
iogurte foi realizado em repeticao.

Determinagao das fragoes de fibra alimentar dos
iogurtes light com farinha de yacon

A concentragido de fibra alimentar total (FAT) foi
determinada por meio do somatdrio da quantidade de
fibra alimentar soluvel (FAS), fibra alimentar insoluvel
(FAI), FOS e inulina.

As concentragdbes de FAS e FAI foram
mensuradas utilizando o kit-dietary fiber total, marca
Sigma®, seguindo-se as técnicas de analises enzimatico-
gravimétricas propostas pela AOAC". As determinagdes
foram expressas como a média de duplicatas realizadas
no iogurte de cada unidade experimental.

As determinac¢oes de FOS e inulina foram
realizadas conforme metodologia de Kaneko; Kudo e
Horikoshi*® por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com coluna HPX 87P marca BIO-RAD (fase
estaciondria de chumbo), usando agua purificada como
fase movel. As amostras foram injetadas na coluna HPX
87P em cromatdgrafo liquido marca Varian, modelo
Pro-Star 410 com detector de indice de refragao e injetor
automatico (Auto Sampler 410), com fluxo de 0,6 mL/m e
temperatura da coluna 85 °C, projetando uma sequéncia
de picos que formam comparados com os padrdes.

Analise sensorial descritiva pelo método espectro dos
iogurtes light com farinha de yacon

A andlise sensorial descritiva dos iogurtes
foi realizada usando o Método Espectro descrito por
Meilgaard, Civille e Carr?'.

Os provadores eram alunos da Universidade com
faixa etaria entre 19 e 30 anos, sendo sete mulheres e dois
homens.

Inicialmente, foram recrutados 70 alunos
da Universidade Federal de Vigosa, por meio de um
questionario de identificagao de consumidores de iogurte,
em bom estado de satude, disponibilidade de tempo,
interesse e habilidade para utilizar a escala e definir
termos descritivos. Desses, 50 foram pré-selecionados
para participar da selecdo e compor a equipe sensorial.

A selecio dos provadores contou com uma
série de testes de acuidade para testar a habilidade dos
participantes em detectar e descrever as caracteristicas
sensoriais e suas intensidades. Dentre esses testes, foram
realizados testes de gostos primarios, escala e uso de
referéncias, identificagdo de odor, textura e aparéncia.
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Dos 50 participantes pré-selecionados, 19
passaram nos testes de acuidade, sendo, entio,
selecionados para compor a equipe sensorial.

O treinamento foi realizado em duas partes,
sessao de orientagdo geral e sessdo pratica. Na orientagdo
geral, os provadores foram solicitados a identificar e
definir os atributos de aparéncia, textura, gosto, sabor e
aroma dos iogurtes. Em cada sessdo de treinamento, todos
0s cinco iogurtes eram apresentados aos provadores para
facilitar a identificacio dos termos e referéncias. Foram
definidos os atributos: aparéncia (cor, granulosidade e
consisténcia), textura (viscosidade, textura farindcea e
residual de farinha), gosto (doce e acido), sabor (yacon)
e aroma (yacon e fermentado). A definigdo dos termos
e as referéncias utilizadas para cada atributo estdo
apresentados na Tabela 1.

E importante salientar que, apesar de o aspartame
fazer parte dos ingredientes das formulagdes de iogurte
light desenvolvidas neste estudo, os provadores nao
identificaram gosto residual de edulcorante durante
o levantamento dos descritores a serem trabalhados,
ndo sendo, portanto, utilizado este atributo durante a
avaliacdo sensorial descritiva.

Apés a definicdo da linguagem sensorial,
foi elaborada a ficha de avaliagdo, com escalas nao
estruturadas de 15 centimetros, em que 0 = ausente e 15
= extremamente forte.

Na sessdo pratica, foi realizado um total de
11 exercicios, para que os provadores praticassem e
aplicassem os principios aprendidos. A partir desses
exercicios, foi verificada a existéncia de repetitibilidade e
concordancia das médias com a equipe. Ao final de cada
sessao de exercicios, os resultados foram discutidos com
a equipe sensorial a fim de identificar aqueles atributos
sensoriais ou provadores que necessitavam de mais
treinamento.

Apés aproximadamente 50 horas de treinamento
com base nas referéncias definidas para cada atributo
e a realizagdo dos exercicios, apenas nove provadores
permaneceram compondo a equipe sensorial, sendo eles
aptos a realizar a avaliacdo dos iogurtes light com farinha
de yacon.

Para avaliagdo dos iogurtes, foi utilizado o
delineamento em blocos casualizados com trés replicatas,
sendo apresentadas as cinco amostras de uma vez em cada
sessao. Os provadores receberam aproximadamente 30 g

Tabela 1. Linguagem sensorial utilizada na avaliagdo sensorial descritiva de iogurtes com yacon

Termos Definigao Referéncia
0 = iogurte natural; 7,5 = iogurte Nestlé Neston" sabor
Cor Tonalidade da cor variando de branco a marrom & . " g ] .
banana, mamao e mag3; 15 = iogurte de ameixa Molico
. , . . 1 = dgua; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15 = iogurte com
Granulosidade Particulas de farinha de yacon observadas visualmente S0 Fi J ’ 8
0 .
1 = 4gua; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15 = iogurte com
Consisténcia Propriedade de resisténcia ao escoamento 50 F?{ & ’ &
0 .
1 = agua; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15 = iogurte com
Viscosidade Propriedade de resisténcia ao escoamento na boca & & 0 &

Textura farindcea
Residual de farinha

Gosto doce

Gosto acido

Sabor de yacon

Aroma de yacon

Aroma fermentado

Particulas de farinha de yacon percebidas na boca
durante a manipula¢do da amostra adicionada
Sensagao residual de farinha de yacon percebida apos
a deglutigdo do iogurte

Gosto doce associado a presenca de agticares ou
agentes adocantes

Gosto acido associado a presenga de acidos

Sabor caracteristico de yacon

Aroma caracteristico de yacon

Aroma associado com iogurte natural

5% FY.
0 = jogurte natural; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15

iogurte com 5% FY.
0 = iogurte natural; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15

iogurte com 5% FY.
0 = iogurte natural; 2 = 2% de sacarose; 5 = 5% de
sacarose; 15 = 15% de sacarose.

2 = 0,05% de 4cido citrico;

5 =0,08% de 4cido citrico;

15 = iogurte natural.

0 = jogurte natural; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15

iogurte com 5% FY.
0 = jogurte natural; 7,5 = iogurte com 2,5% FY; 15

iogurte com 5% FY.
0 = iogurte de coco DeLeite’; 15 = iogurte natural.

FY = Farinha de yacon

311



Vasconcelos CM, Ferreira CLLF, Pirozi MR, Chaves JBP. Andlise descritiva de iogurte light suplementado com farinha de yacon (Smallanthus

sonchifolius). Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2012; 71(2):308-16.

de amostra a 10 °C, servidas em copos descartaveis de 50
mL codificados com numeros aleatérios de trés digitos
em cabines individuais sob luz branca, juntamente com
um copo de agua filtrada.

Testes de aceitacao sensorial dos iogurtes light com
farinha de yacon

O teste de aceitagio foi conduzido com
a participagio de 92 funciondrios e estudantes
universitarios com idade entre 15 e 45 anos, sendo 54%
do sexo masculino. Amostras das cinco formulagdes de
iogurte foram servidas em uma sé vez, monadicamente,
em ordem aleatdria, em copos descartaveis de 50 mL,
identificados com cddigos de trés digitos, juntamente
com a ficha de avalia¢do da escala heddnica e um copo de
agua filtrada, a 23 °C, para cada provador. Os atributos
sensoriais aroma, sabor, textura e impressao global
foram avaliados utilizando-se uma escala hedonica de
nove pontos variando de “desgostei extremamente” (1) a
“gostei extremamente” (9)".

Analise estatistica

Os resultados da avaliacdo sensorial descritiva
foram analisados de acordo com o delineamento
em blocos casualizados (DBC), sendo os provadores
considerados como blocos, com 5 formulagdes e 2
repeticoes. Para o teste de aceitagao sensorial, foi utilizado
o modelo de delineamento inteiramente casualizado,
com 5 formulac¢des e 92 provadores como repeticdo.

A avaliagdo sensorial descritiva foi submetida a
andlise de varidncia (Anova) realizada com trés fontes
de variac¢éo: formulacio, provador e intera¢do provador-
formulacao.

Para os atributos sensoriais que apresentaram
intera¢ao provador-formulagdo significativos (p < 0,01),
foi verificada a magnitude dessas interagdes por meio de
graficos de intensidade dos atributos por formulagao por

provador. Os dados dos provadores que demonstraram
interagdo grave foram retirados da analise dos resultados
para o respectivo atributo.

Em relacido aos atributos sensoriais que
demonstraram diferenga significativa (p < 0,01) entre
os iogurtes, foram ajustadas equagdes de regressao dos
escores obtidos de cada atributo em funcio do teor de
farinha de yacon. Nesta analise, foram testados modelos
de equagdo linear e quadratico para cada atributo
sensorial em fun¢do da variagdo na concentra¢io de
farinha de yacon no iogurte.

Os resultados do teste de aceitacdo sensorial
foram submetidos a Anova. Para os atributos que
apresentaram diferenca significativa (p < 0,01), foram
testados modelos de equagéo linear ou quadratico.

A analise dos resultados foi realizada utilizando-
se os procedimentos do ambiente SAS* versio 9.1
licenciado para a Universidade Federal de Vicosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise das fracdes de fibra alimentar dos iogurtes
light com farinha de yacon

Os teores de fibra alimentar total (FAT), fibra
alimentar insolavel (FAI), fibra alimentar soluvel (FAS),
fosfo-oligossacarideos (FOS) e inulina presentes em cada
iogurte estdo apresentados na Tabela 2.

De acordo com a legislacao brasileira, sdo
considerados alimentos com alegacao funcional aqueles
que apresentam no minimo 1,5 g de fibras alimentares
totais, ou 1,5 g dos constituintes de fibras (FOS ou inulina,
isoladamente), em alimentos liquidos, por por¢do de
consumo do produto (200 mL)*.

Para o experimento, foi estimada a quantidade
de farinha de yacon capaz de fornecer 1,50 g de fibras
totais (1,58%); 1,50 g de FOS e inulina (2,56%); 1,75 g
de FOS e inulina (3,00%); e 1,50 g de FOS (3,86%) por

Tabela 2. Valores médios dos componentes da fragio fibra alimentar por por¢ao de iogurte light com yacon (g/200 mL)

Togurte com Iogurte com Togurte Togurte
Componentes (%) _ logurte controle 1,58 % FY* 2,56 % FY* com 3,00 % FY* com 3,86 % FY*
FAI 0 0,50 0,82 0,96 1,22
FAS 0 0,08 0,12 0,14 0,18
FOS 0 0,28 0,34 0,34 0,40
Inulina 0 0,54 0,78 0,78 0,96
FAT** 0 1,40 2,06 2,22 2,76

* Farinha de yacon.

** Fibra alimentar total obtida por meio do somatdrio das determinagées de fibra alimentar insolavel (FAI), fibra alimentar soltvel (FAS), FOS

e inulina.
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porgdo de iogurte, quantidade suficiente para classifica-
los como produtos com alegagdo funcional. Contudo, ao
determinar os componentes da fragdo fibra no produto
final, obteve-se 1,40, 1,12, 1,12 e 0,40 g/por¢ao dos
constituintes descritos; assim, nenhum dos iogurtes
desenvolvidos neste estudo contemplou a quantidade
de fibra alimentar total, FOS e/ou inulina previamente
estimada.

Areducidonosvaloresdefibrastotais, FOSeinulina
determinados pelo método enzimatico-gravimétrico e
HPLC nos iogurtes, em relagdo a quantidade inicialmente
estimada, podem ter ocorrido devido a degradagio
enzimatica de FOS e inulina em sacarose, glicose e
frutose, que ocorrem durante a estocagem?®, visto que
a farinha utilizada no desenvolvimento dos iogurtes foi
armazenada sob refrigeragdo (2-4 °C) por um periodo
aproximado de sete meses.

A degradagdo enzimitica de FOS e inulina
provém da despolimerizagido das cadeias dessas fibras,
hidrolisadas em acticares simples pela acdo da enzima
frutano hidrolase, que rompe a cadeia entre os residuos
de frutose até a molécula terminal de sacarose e, em
seguida, a invertase rompe a molécula de sacarose
resultando em frutose e glicose livres*?*. Os trabalhos de
Graefe et al.** indicam que a velocidade desta conversao
¢ especialmente rapida nos primeiros dias pds-colheita.
Apds uma semana de armazenamento a temperatura
ambiente, cerca de 30% a 40% dos FOS terao sido
transformados em acucares simples na raiz in natura.
A produgdo de farinha de yacon permite a redugdo da
degradagdo enzimatica de FOS em glicose e frutose* e,
além disso, a velocidade de conversao desses constituintes
de fibras se torna mais lenta sob refrigeragao®.

Assim, apesar de nao serem considerados fontes
de FOS e/ou iulina, os iogurtes contendo 2,56% 3,00%
e 3,86% de farinha de yacon apresentaram 2,06, 2,22 e
2,76 g de fibra alimentar total por por¢ao do produto,
respectivamente (Tabela 2), suprindo a recomendac¢io
para este componente. Portanto, pode-se considerar que
esses iogurtes sao alimentos fonte de fibras alimentares
totais com alegac¢ao funcional e que, além disso, fornecem
quantidades consideraveis das fibras soluveis FOS e
inulina.

Analise descritiva pelo método espectro sensorial dos
iogurtes light com farinha de yacon

Os atributos sensoriais textura farinacea, residual
de farinha, gosto doce e aroma fermentado demonstraram

efeito significativo (p < 0,01) da interagdo formulagao-
provador. Para corrigir essa ocorréncia, a magnitude
dessas interagdes nesses atributos foi verificada por meio
de graficos da intensidade dos atributos por formulagao,
por provador.

A partir da construcdo desses graficos, foram
observados que, para determinados atributos, alguns
provadores apresentaram comportamento destoante
em relagdo aos demais e, consequentemente, efeito da
interagao formulagao-provador significativo (p < 0,01);
assim, na avaliagdo desses atributos, as notas atribuidas
por esses provadores foram retiradas. Para o atributo
textura farinicea, foram retirados dois provadores
que apresentaram interagdo grave, sendo, portanto,
recalculada a média com base nos resultados de sete
provadores. Ja para os atributos residual de farinha e
gosto doce, foi retirado apenas um provador, utilizando
os dados de oito provadores para cada um desses
atributos e, para aroma fermentado, foram retirados trés
provadores, restando seis para o calculo das médias.

Retirados os dados dos provadores com interagiao
grave, a Anova foi novamente realizada, sendo nao
significativo (p > 0,01) o efeito da interagdo formulagao-
provador, para os atributos sensoriais avaliados. O
atributo gosto acido do iogurte demonstrou nao sofrer
alteracao significativa (p > 0,01) com a variagdo da
concentragao de farinha de yacon utilizada neste estudo.

Para os demais atributos, foram testados modelos
de regressao linear e quadratico a 1% de probabilidade,
como apresentado na Tabela 3.

Os atributos cor, consisténcia, sabor de yacon,
aroma de yacon e aroma fermentado apresentaram
modelos de regressao com falta de ajuste nao significativa,
coeficientes de regressdo significativos e elevados
coeficientes de determinacdo (R* > 0,83), podendo ser
usado para fins preditivos. Por outro lado, apesar do
atributo gosto doce ter apresentado falta de ajuste nao
significativa, seus coeficientes de regressio foram nao
significativos, indicando uma inadequagao dos modelos
linear e quadritico para predizer o comportamento
desse atributo em relagdo a varia¢do da concentracéo de
farinha de yacon utilizada no estudo.

Os atributos granulosidade, viscosidade, textura
farindcea e residual de farinha apresentaram coeficientes
de regressao e falta de ajuste significativos; no entanto, a
falta de ajuste para esses atributos apresentou um valor
muito baixo; assim, sua significancia foi desconsiderada,
e os modelos foram utilizados para explicar a variacao
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Tabela 3. Estimativas de regressdo da variagdo dos escores dos atributos sensoriais da analise descritiva pelo método espectro dos iogurtes em
funcdo da adigdo de farinha de yacon (X), seus respectivos coeficientes de determinacdo (R?) e niveis de probabilidade (p) para o valor F da

regressao
Atributo Modelo de regressao R? Prob >F
Cor 1,03 + 2,30X 0,9594 <0,0001
Granulosidade 0,72 +2,67X 0,9055 <0,0001
Viscosidade 4,11 + 1,54X 0,7538 <0,0001
Consisténcia 3,69 + 1,63X 0,8336 <0,0001
Textura farindcea 0,51 + 2,70X 0,8406 <0,0001
Residual de farinha 0,58 +2,76X 0,9069 <0,0001
Gosto doce Y =371
Sabor de yacon 0,26 + 2,88X 0,9808 <0,0001
Aroma de yacon 0,20 + 2,77X 0,9639 <0,0001
Aroma fermentado 10,26 - 2,55X 0,9554 <0,0001
desses atributos em funcdo da concentracdo de farinha Cor

Aroma Granulosidade

de yacon.

Pode-se observar que houve efeito linear
significativo para todos os atributos avaliados. Estes
resultados sugerem que, sob as condi¢des praticadas no
experimento, as mudangas sensoriais ocorreram de forma
linear em fun¢ao da concentrag¢ao de farinha de yacon
no iogurte, ou seja, com o aumento das concentragoes,
tem-se uma variacdo linear da percep¢ao dos atributos
avaliados.

Para os atributos cor, granulosidade, viscosidade,
consisténcia, textura farinacea, residual de farinha, sabor
de yacon e aroma de yacon foram observados relagao
positiva, ou seja, a intensidade desses atributos aumenta a
medida que seaumenta a concentragao da farinha de yacon.
Contrariamente, o atributo aroma fermentado apresentou
relacdo negativa, isto ¢, com o aumento da concentragio
de farinha de yacon, tem-se a redugdo da intensidade de
percep¢ao pelos provadores desse atributo sensorial.

A relagio inversa percebida entre aroma
fermentado e aroma de yacon, sugere que, com o aumento
da concentragdo de farinha de yacon, tem-se também o
aumento de aroma de yacon que, por sua vez, reduz a
percep¢ao do aroma fermentado. Nota-se também que as
equagdes geradas para aroma de yacon e sabor de yacon
sao bem semelhantes.

O perfil sensorial de cada iogurte com yacon,
expresso graficamente, segundo as médias dos termos
descritores do Método Espectro, pode ser observado na
Figura 1. No gréfico, o ponto zero da escala do atributo
€ o seu centro, e a intensidade aumenta do centro para a
sua periferia. A média de cada atributo, para cada iogurte,
¢ marcada no eixo correspondente e o perfil sensorial é
tracado pela conexio dos pontos.
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fermentado

Aromade yacon

Sabor de yacon

Gosto acido

Gosto doce

Ao se comparar o iogurte controle com os
iogurtes adicionados de farinha de yacon, observa-se que
os provadores indicaram que a presenga desta farinha
contribui para um aumento dos escores sensoriais para
viscosidade e consisténcia, possivelmente devido ao
teor de fibras soltveis presente na farinha de yacon que
interagem com a fragdo aquosa do iogurte. Para aroma
fermentado, os provadores indicaram que a presenga
de farinha de yacon diminuiu os escores da percepgao
desse atributo, confirmando a equagao de regressdo
encontrada.

Quanto aos atributos granulosidade, textura
farinacea, residual de farinha, sabor de yacon e aroma
de yacon, o iogurte controle apresentou média igual a
zero, o que se deve a auséncia de farinha de yacon em sua
composicao.

O perfil sensorial descritivo dos atributos
demonstra que o iogurte com 3,86% de farinha de
yacon apresentou maior intensidade (maiores valores
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Tabela 4. Estimativas de regressdo para os atributos avaliados no teste de aceitagdo dos iogurtes light com yacon em fungdo da concentragao de

farinha de yacon (X) e seus respectivos coeficientes de determinagio (R”) e niveis de probabilidade para os valores de F da regressio

Atributo Modelo de regressiao R’ Prob>F
Aroma 6,53 - 0,37X 0,8414 <0,0001
Sabor 6,77 - 1,59X + 0,21X? 0,9535 <0,0001
Textura 6,11 - 0,65X 0,9427 <0,0001
Impressao global 6,47 - 1,27X + 0,16X> 0,9503 <0,0001

de escores médios) para cor, granulosidade, viscosidade,
consisténcia, textura farinicea, residual de farinha,
aroma de yacon e sabor de yacon, visto que as médias
para esses atributos apresentaram-se mais externas e
menor intensidade para aroma fermentado e gosto acido,
uma vez que suas médias estdo mais internas (Figura
1). Este resultado era esperado, visto que tal iogurte
possuia a maior concentragido de farinha de yacon. A
menor intensidade de gosto acido indica que a farinha
de yacon mascara a percepcao desse atributo presente
naturalmente em iogurtes.

Os escores médios dos iogurtes com 2,56% e
3,00% de farinha de yacon foram bem semelhantes,
especialmente para cor, residual de farinha, gosto doce,
gosto acido, sabor de yacon, aroma de yacon e aroma
fermentado. Esta ocorréncia se deve ao fato de a diferenca
nas concentragdes de farinha de yacon para estes iogurtes
ter sido de apenas 0,44%, muito baixa quando comparada
a diferenca apresentada pelos demais iogurtes.

Aceitagio sensorial dos iogurtes com farinha de yacon

Todos os iogurtes avaliados apresentaram escores
de aceitacdo médios alocados entre os termos hedonicos
“desgostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”
(dados nao mostrados). Sugere-se que a baixa aceitacao
dos iogurtes, inclusive do controle pode ter ocorrido
devido ao fato de ter sido realizado um teste com
informagdo e de os consumidores nao conhecerem a
raiz de yacon e, portanto, ndo reconhecerem seu aroma e
sabor caracteristicos.

Como a aceitagdo foi significativamente (p <
0,01) diferente para todas as formulagdes de iogurte
light suplementadas com farinha yacon, foram gerados
modelos de regressao para predizer a tendéncia da
aceitacdo de cada atributo em relacio a concentracio de
farinha de yacon. Tais equagdes estdo apresentadas na
Tabela 4.

Todos os modelos apresentaram falta de ajuste
ndo significativo, coeficientes de regressao significativos e
altos coeficientes de determinagdo (R* > 80 %), indicando

que eles podem ser usados para avaliar a variagdo das
respostas dentro do intervalo de variagdo estudado.
Aroma e textura apresentaram  efeito
linear negativo, enquanto sabor e impressio global
demonstraram efeito quadratico negativo. Assim, para
os primeiros, os modelos de regressao sugerem que, em
relagao a quantidade de farinha de yacon estudada, quanto
maior a concentragao de farinha de yacon adicionada aos
iogurtes, menor ¢é a sua aceitagdo para esses atributos.

CONCLUSAO

Os iogurtes light do presente estudo contendo
2,56%, 3,00% e 3,86% de farinha de yacon por porgao
permitiram a obtencdo de produtos que podem ser
considerados alimentos fonte de fibras alimentares totais
com alegacdo funcional e que, além disso, fornecem
quantidades consideraveis de fibras solaveis, como FOS
e inulina.

O teste de aceitacdo forneceu médias baixas para
os atributos avaliados. Seria interessante a realizacdo
de novos testes de aceitacio sem a informa¢io da
composigdo do iogurte e/ou com a informagao de suas
propriedades funcionais para comparar os resultados
e verificar se estas informacgoes influenciam ou ndo na
aceita¢do dos produtos.

Em conclusdo, as inddstrias alimenticias que
desejam langar no mercado produtos contendo yacon
devem investir tanto nos aspectos sensoriais do produto,
como na divulgacao dos beneficios do consumo dessa
raiz a saide humana, a fim de levantar expectativas
positivas nos consumidores e estimular a compra e o
consumo destes produtos.
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RESUMO

A busca por alimentos saudaveis e ricos em nutrientes tem crescido nos ultimos anos. Outrossim, muitas
pessoas e, principalmente, as criangas apresentam intolerancia a lactose e restri¢do ao consumo de gluten
e proteinas lacteas. Com o intuito de buscar alternativas para as criancas que tém disturbios alimentares e
pela pouca opg¢do no mercado de bebidas achocolatadas que atendam tais pessoas, foi desenvolvida uma
formulagédo achocolatada isenta de gltten, proteinas lacteas e lactose, preparada de extrato hidrossoltvel
de arroz e de quinoa. Foram feitas trés formulagoes (F1, F2 e F3) variando-se as proporg¢des dos dois
extratos. A avaliagdo destas amostras foi efetuada pelas andlises quimica e microbioldgica, e o atributo
sensorial por meio de escala heddnica estruturada de nove pontos. As formulagdes ndo diferiram entre si
(p>0,05) nos teores de cinzas e fibras; porém, houve diferenca significativa (p < 0,05) quanto ao conteudo
proteico, umidade, lipideos, carboidratos e valor energético. A formulagdo com maior quantidade de
extrato de quinoa (F3) obteve a melhor aprovagdo no atributo sabor e a melhor nota na intencao de
compra do produto. O produto achocolatado desenvolvido na presente investiga¢ao atendeu aos padroes
microbiolégicos exigidos pela legislacdo, sendo adequado para o consumo humano.

Palavras-chave. alimento funcional, alfarroba, novos produtos, intolerancia alimentar.

ABSTRACT

Lately, the search for healthy and nutritionally rich foods has been much growing. In addition, many persons
especially children have lactose intolerance and restriction for gluten and milk proteins consumption.
Focusing on children who have these kind of eating disorders, this study developed the chocolate drink
formulations free of gluten, milk protein and lactose, prepared with water soluble extract from quinoa and
rice. Three formulations (F1, F2 and F3) were produced by varying the two extracts proportions. These
samples were assessed by chemical and microbiological analyses and the sensory attribute by 9 point-
hedonic scale. The formulations did not differ significantly (p > 0.05) in ash and fiber contents; however,
significant differences (p < 0.05) in protein, moisture, lipids and carbohydrates contents and in energy
value were found. The formulation containing the highest amount of quinoa extract (F3) got the best rating
in flavor attribute, and the highest score to the purchase intention. The chocolate drink developed in this
study met the microbiological standards required by legislation, being suitable for human consumption.
Keywords. functional food, carob, new products, food intolerance.
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INTRODUCAO

O interesse dos consumidores por alimentos
que, além da fun¢do basica de nutrir, promovam efeitos
benéficos a satde, tem crescido nos ultimos anos'.
Desta forma, o desenvolvimento de produtos com
caracteristicas especiais é importante devido aos aspectos
econdmicos e nutricionais dos mesmos.

Neste contexto, destaca-se a quinoa, ou quinua,
pseudocereal pertencente a familia Amaranthaceae, do
género Chenopodium, originario dos Andes e que tem sido
cultivado ha milénios e amplamente distribuido em todos
os paises do mundo?. Seu contetido proteico é notavel e a
composi¢ao de aminoacidos essenciais, principalmente a
lisina, ¢é excelente’. O teor deste aminoacido geralmente é
limitado em cereais e, metabolicamente, o seu consumo
é associado a melhora da imunidade, da capacidade de
aprendizagem e da memoria®*. Sob o ponto de vista
nutricional, a proteina da quinoa apresenta qualidade
elevada, comparada a caseina do leite®, tornando-se uma
boa op¢do para a alimentacido de recém-nascidos.

A quinoa apresenta também quantidades
elevadas de minerais, como magnésio, zinco, cobre,
ferro, manganés e potassio, necessarios para as reagoes
metabolicas, transmissio de impulsos nervosos,
formacao ossea rigida e regulagio do equilibrio de agua
e sal>.

Além disso, este alimento contém uma grande
variedade de compostos antioxidantes, como o0s
carotenoides, flavonoides e tocoferdis, que auxiliam na
preven¢do de doengas inflamatdrias, cardiovasculares,
diabetes, cincer, e doenca de Alzheimer®’.

Os graos deste pseudocereal apresentam ainda
teores de fibras maiores que os do arroz, trigo e milho,
o que auxilia no bom funcionamento do intestino e na
reducdo da absor¢dao de gorduras e agucares; além da
auséncia das proteinas formadoras da rede de gluten, um
aspecto nutricional interessante para o tratamento da
doenga celiaca®.

Assim, a combina¢do da quinoa com outro
cereal que esteja presente na dieta do consumidor pode
ser utilizada na formulacdao de alimentos para pessoas
que necessitem de alimentos isentos de gluten, leite e
até mesmo soja. Entre os diversos cereais disponiveis,
o arroz tem destaque devido a qualidade da proteina
presente neste grao, presenca na dieta usual no Brasil e
por apresentar sabor suave. Em alguns paises orientais,
sdo comercializadas bebidas a base de arroz, conhecidas
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como extrato, “leite” ou bebida de arroz, caracterizadas
como um produto de sabor suave e levemente adocicado,
decorrente da hidrédlise do amido em maltose e em
outros agucares, pela acdo de enzimas. A tecnologia
empregada na sua elaboragao é simples, favorecendo seu
desenvolvimento em regides onde a produgao de arroz é
expressiva, como no Brasil, ampliando e diversificando o
consumo deste cereal'.

O arroz (Oryza sativa) é um cereal altamente
consumido no Brasil e, por apresentar sabor suave,
pode contribuir para a obtencdo de bebidas, utilizando
seu extrato, com propriedades sensoriais adequadas.
E um alimento de grande valor nutricional, altamente
energético (contém em torno de 90% de amido),
proteinas (7-8%), sais minerais (fosforo, ferro e calcio) e
vitaminas do complexo B. A proteina, de alta qualidade,
contém oito aminodcidos essenciais ao homem, estando
dispersa no endosplama e no farelo do grao, e apresenta
boa digestibilidade. Além disso, o arroz possui um baixo
valor de lipideos. Por ser um alimento isento de gluten
e pouco alergénico, o arroz pode ser consumido por
pessoas celiacas, utilizado na formulagdo de alimentos
infantis e como fonte de amido®.

Para conferir o corpo adequado de uma bebida
achocolatada, deve-se utilizar um tipo de goma que
apresente caracteristica emulsificante ao produto. A
alfarroba é um polissacarideo que pode ser utilizado
como estabilizante, espessante e emulsionante, muito
utilizado na elaborac¢do de produtos achocolatados sem
altera¢ao no perfil sensorial do produto. A alfarroba ¢é
um espessante ja utilizado industrialmente, como por
exemplo, na elaboragdo de iogurtes’.

A alfarroba é a vagem comestivel da alfarrobeira,
uma darvore nativa dos paises mediterraneos. Os
compostos estimulantes (cafeina e teobromina),
encontrados no cacau e considerados como fatores
antinutricionais responsaveis por efeitos fisiologicos
adversos, ndo estdo presentes na farinha de alfarroba.
Devido a sua composi¢io rica em carboidratos de baixo
peso molecular, ela apresenta boa solubilidade e ¢ isenta
de gluten e lactose.

Muitas pessoas apresentam reagdes alérgicas a
algum componente presente nos alimentos, o que pode
colocar em risco sua sadde, além de reduzir o numero de
opgdes no momento da escolha das matérias-primas que
irdo compor diariamente sua dieta. A doenga celiaca é um
tipo bem conhecido de intolerancia alimentar associada
especificamente a produtos que contém gluten, presente
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no trigo, aveia, centeio e cevada, e que age agressivamente
sobre a mucosa do intestino delgado de individuos que
apresentam a doenca, danificando suas vilosidades e
prejudicando a absor¢ao de alimentos. Os sintomas mais
comuns sao: diarreia e desnutrigdo e, como consequéncia
ha perda de peso, podendo apresentar deficiéncia de
vitaminas e minerais®'".

O tratamento da doenga celiaca é basicamente
dietético, devendo-se excluir o gliten da alimentagao por
toda a vida. Apos realiza-lo, os sintomas gastrointestinais
desaparecem dentro de dias ou semanas, e ocorre o
reaparecimento das vilosidades e a recuperagio da
capacidade de digestdo e absorgao* '’

O leite de vaca também desencadeia diversos
sintomas alérgicos. Atualmente, a alergia ao leite ocorre
entre 1,9-7,5% da populacio mundial, principalmente
em criangas e é observada nos primeiros dois a trés meses
de idade, desaparecendo quase sempre apds o quarto ano
de vida®. Apds a confirmagao do diagnostico de alergia ao
leite de vaca, a conduta ¢é introduzir uma dieta com sua
exclusdo e de seus derivados, além daqueles alimentos
nos quais o composto alergénico faca parte da sua
composicao’.

Os extratos vegetais podem ser utilizados como
substitutos do leite de vaca, sendo uma alternativa viavel,
em razdo dos seus valores nutricionais, bem como ao
baixo custo de producdo. Algumas opgdes de extratos
vegetais sdo: o “leite” de arroz integral ou de quirera de
arroz e o extrato hidrossoluvel de soja.

A utilizagdo do arroz para obtengdo de extratos na
elaboragao de bebidas, em substitui¢do a soja, apresenta
algumas vantagens como: hipoalergenicidade, agregar
valor a este alimento e nao apresentar sabor desagradavel
comum em derivados de soja®.

O crescente consumo de extratos de soja em
substitui¢do ao leite de vaca tem impulsionado a produc¢io
de bebidas a base de soja e frutas, mas no mercado a oferta
de bebidas isenta de soja é escassa. Assim, o objetivo
desta pesquisa foi desenvolver uma bebida achocolatada
preparada a partir de extratos hidrossoluveis de quinoa e
de arroz, destinada especialmente a criangas, individuos
celiacos e intolerantes a lactose.

MATERIAIS E METODOS

A preparagio das amostras de bebida
achocolatada foi realizada no Laboratério de Tecnologia
de Cereais do Curso de Engenharia de Alimentos,

Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Maringa.

No Laboratério de Quimica de Alimentos, do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual
de Maringa, foi determinada a composi¢do quimica da
bebida.

As analises microbiologicas de coliformes
totais e termotolerantes e Bacillus cereus foram feitas
no Laboratério de Microbiologia e Microscopia de
Alimentos do Departamento de Analises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringa.

A analise sensorial foi conduzida no Laboratdrio
de Analise Sensorial do Curso de Engenharia de
Alimentos, Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Maringa.

Matéria-prima

O proposito desta pesquisa foi a elaboragdo
de uma bebida achocolatada. Como o cacau em po
utilizado nédo era lecitinado, 0 mesmo nio conferiu a
bebida o corpo adequado, foi necessaria a utilizagio de
um espessante, dai o uso da alfarroba na elaboragao do
produto em questao.

Desta forma, os ingredientes (arroz, quinoa,
alfarroba, sal, 6leo de girassol e agtcar) utilizados na
elaboragdo da bebida foram adquiridos no comércio
local da cidade de Maringa (PR), exceto o cacau em pd
alcalinizado - BR 1300 LINHA AZUL, fornecido pela
Industria Brasileira de Cacau e Géneros Alimenticios
Ltda., localizada na cidade de Rio das Pedras (SP).

Produgio do extrato hidrossoluvel de arroz e de quinoa

O processo para a obtencio dos extratos de arroz
e de quinoa foi baseado no trabalho de Soares Junior et
al.®.

Inicialmente, os graos de arroz foram lavados
em agua potavel corrente, a fim de eliminar possiveis
sujidades fisicas. Na sequéncia, em uma panela de ago
inox, foram adicionados o arroz e a agua (na proporgao
de 1:4) e realizado o cozimento durante um tempo médio
de 17 minutos. Apds a pesagem do arroz cozido, foi feita
sua desintegracdo em liquidificador na proporg¢ao de 1
(uma) parte do arroz cozido para 2 (duas) partes de dgua,
durante 3 minutos. O homogeneizado resultante foi
filtrado em uma peneira de ago inox, obtendo-se, assim,
o extrato hidrossoluvel de arroz.

Paraaproduc¢io do extrato de quinoa, foirealizado
0 mesmo procedimento descrito acima, porém, na etapa
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do cozimento, a quinoa e a agua foram adicionadas na
proporcao de 1:8.

Produg¢io da bebida achocolatada

As trés formulacoes estudadas (F1, F2, F3) foram
definidas em fungao de testes preliminares, variando as
quantidades de arroz e de quinoa.

Na Tabela 1, sdo apresentadas as propor¢des dos
ingredientes utilizados para as formulagdes avaliadas
neste estudo.

Tabela 1. Formulagdes das bebidas com diferentes propor¢des de ar-
roz e de quinoa

Ingredientes (%) F1 F2 F3
Arroz 10 7,5 5
Quinoa 5 7,5 10
Cacau 13,3 13,3 13,3
Alfarroba 10 10 10
Sal 0,8 0,8 0,8
Oleo de Girassol 6,7 6,7 6,7
Acgucar 33,3 33,3 33,3
Agua 20,9 20,9 20,9

Para o preparo da bebida, os extratos de arroz e de
quinoa e os demais ingredientes foram homogeneizados
em liquidificador, durante 3 minutos, obtendo-se a bebida
achocolatada. A bebida foi pasteurizada a 75 °C durante
15 minutos, envasada a quente em garrafas de vidro,
previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 30
minutos, e mantida sob refrigeragdo a uma temperatura
de 5 £ 1 °C até a andlise sensorial.

Analises quimicas

A composicao quimica das trés formulagoes
do achocolatado (umidade, cinzas e proteina bruta) foi
obtida conforme técnicas sugeridas pela Association of
Official Analytical Chemists - AOAC". A matéria graxa
foi determinada segundo metodologia de Bligh e Dyer'* e
o teor de fibra bruta foi obtido conforme metodologia da
Australian Official Analytical Chemists - AOAC".

As analises foram realizadas em triplicata no
Laboratério de Quimica de Alimentos, do Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de Maringa.

Analises microbiologicas

As analises microbiolégicas foram realizadas
24 horas ap6s o processamento das amostras, sendo
que as mesmas foram mantidas sob refrigeragdao a uma
temperatura de 5 + 1 °C até o inicio das analises.
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Estas analises foram feitas de acordo com a
metodologia do FDA'®. Foram realizadas anilises para o
numero mais provavel (NMP) de coliformes totais/mL e
de coliformes termotolerantes/mL e contagem de Bacillus
cereus em UFC/mL, no Laboratério de Microbiologia e
Microscopia de Alimentos do Departamento de Analises
Clinicas da Universidade Estadual de Maringa.

Analise sensorial

A avaliagio sensorial foi conduzida no
Laboratério de Andlise Sensorial do Curso de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Maringa em cabines individuais, com 50 provadores
nao treinados, de ambos os sexos. Amostras de cada
formula¢ao foram servidas em copos plasticos de
coloragdo branca, codificados com nimeros aleatdrios
de trés digitos. Os atributos aparéncia, aroma, textura e
sabor foram avaliados utilizando escala hedo6nica de 9
pontos, variando desde “desgostei muitissimo” a “gostei
muitissimo” Na mesma ficha, foi incluida uma escala
para avaliar a inten¢do de compra do produto pelos
provadores.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada
submetendo-se os resultados a Andlise de Varidncia
(Anova) e ao teste de comparagdo de médias de Tukey
com significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises quimicas

Os teores médios de umidade, cinzas, proteina
bruta, lipideos, fibra bruta, carboidratos (todos em base
umida) e do valor energético das trés formulagoes de
bebida com diferentes propor¢des de extrato de arroz e
de quinoa estdo apresentados na Tabela 2.

Segundo a Tabela 2, o maior teor de carboidrato
foi encontrado para a formula¢ao F1, uma vez que F2 e F3
ndo diferiram significativamente. Os valores apresentados
sdo maijores que o citado na literatura para o extrato de
quinoa, que foi de 7,13%". Tal fato pode ser explicado
pela presenca do extrato de arroz na composi¢ao das
bebidas avaliadas, pois os carboidratos sdo os principais
constituintes deste cereal.

Segundo Suzuki”, um achocolatado comum
possui teor de lipideos de 3,07 g/100 g de produto. Este
valor é superior ao encontrado para as formulagdes
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desenvolvidas, pois o leite possui maior quantidade
deste componente. Entretanto, as trés formula¢des
apresentaram conteudo lipidico superior ao relatado por
Ordonez', igual a 0,49 g/100 g para o extrato de quinoa.

Tabela 2. Composi¢ao quimica (g/100 g de produto) e valor energé-
tico (Kcal/100 g de produto) das trés formulagdes do achocolatado

F1 F2 F3
Umidade 80,79° £ 0,011  84,20°+ 0,085 83,48+ 0,015
Cinzas 0,31* + 0,019 0,25* £ 0,018 0,27* + 0,030
Proteina bruta 1,14* £ 0,057 0,99+ 0,164  0,85"+ 0,061
Lipideos 1,18* + 0,014 0,79° + 0,084 1,07* + 0,028
Fibra bruta 0,51* £ 0,031 0,49 + 0,057 0,42% + 0,054
Carboidratos™ 16,58+ 0,042  13,77°+0,194 14,33+ 0,055
Energia*** 83,52+ 0,048 68,08+ 0,394 72,07°+ 0,471

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p
<0,05).

** Calculados por diferenca [Carboidratos = 100-(umidade + cinzas
+ proteinas + lipideos)].

*** Estimada por meio de coeficientes de conversao de Atwater: 4
Kcal/g para proteinas e carboidratos e 9 Kcal/g para lipideos17.

A Ingestao Diaria Recomendada (IDR - Dietary
Reference Intakes) de proteinas é de 19g, para criangas
de 4 a 8 anos e de ambos os sexos**!. Segundo NAP*?, o
nivel de consumo didrio de proteinas pode ser calculado
considerando que 19 g seria 100% de ingestao diaria; para
as trés formulacoes da bebida, tem-se um teor médio de
proteinas de 0,991 g/100 g (Tabela 2). Desta forma, 100
g da bebida elaborada neste estudo apresentam 5,22% do
teor de proteinas necessarias diariamente para criangas
entre 4 e 8 anos de idade. Segundo CASTRO et al%, a
quinoa é considerada fonte de proteina por apresentar
qualidade protéica comparavel a caseina do leite.

As formulacoes F2 e F3, como apresentado na
Tabela 2, apresentaram os maiores teores de umidade
e diferiram da formulac¢do F1 (p < 0,05). Em relacio as
cinzas, as trés amostras nao diferiram significativamente
entre si (p > 0,05). Os valores de umidade e cinzas sdo
proximos aos encontrados por Ordoiiez!® para o extrato
de quinoa, 90,96% e 0,26%, respectivamente.

De acordo com Soares Junior et al., o teor de
proteina no arroz pode variar de 7% a 8% e Lopes et al.?
avaliou a proteina na farinha de quinoa e determinou
cerca de 11,5%. Na presente pesquisa, como pode ser
observado na Tabela 2, a formula¢do que continha o
menor percentual de quinoa (F1) apresentou um teor
de proteina superior a amostra (F3), que continha
maijor teor de quinoa. Este pode ser explicado
devido as condi¢oes de processamento da bebida em

laboratoério, o que dificultou uma boa homogeneizagao
das amostras.

Jaekel et al.! avaliaram uma bebida a base de
extrato de soja e de arroz, em que a proporgao de soja e
arroz corresponde, respectivamente, 8 mesma propor¢ao
de quinoa e arroz da formula¢do 3 do presente estudo.
Eles relataram que o teor de fibra era de 0,31%, enquanto
que, neste estudo, o teor de fibras encontrado para F3 foi
de 0,42%. Este resultado mostra que a quinoa fornece
mais fibras do que a soja, podendo favorecer ainda mais o
bom funcionamento do intestino, reduzindo a absor¢do
de gorduras e agucares, entre outros.

Analises microbiologicas

Na Tabela 3, estdo expressos os resultados das
analises microbioldgicas para a avaliagdo das condigdes
higiénico-sanitarias do achocolatado. No Brasil, nao
ha legislagdo especifica para bebida a base de extrato
de arroz e de quinoa, portanto, os valores encontrados
foram comparados com os padroes exigidos para bebida
a base de extrato de soja, de acordo com a Resolugao -
RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001%.

Segundo os resultados apresentados na Tabela 3, a
bebida desenvolvida neste estudo encontrava-se adequada
as condi¢des de seguranga alimentar e de consumo, nao
representando riscos a saide do consumidor.

Tabela 3. Resultados microbioldgicos da bebida a base de extrato de
quinoa e de arroz

Anadlise microbioldgica Achocolatado
Coliformes a 35 °C < 0,3 (NMP/mL)
Coliformes a 45 °C < 0,3 (NMP/mL)
Bacillus cereus <10 (UFC/mL)

Legislacao

< 10 (NMP/mL)
<10 (NMP/mL)
<5x 10? (UFC/mL)

Analise sensorial

As médias obtidas para os atributos sensoriais
de aparéncia, aroma, textura e sabor das formulacdes
estudadas estdo dispostas na Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios das notas atribuidas pelos provadores para
as caracteristicas sensoriais

Atributos sensoriais F1 F2 F3

Aparéncia 7,122 6,36° 6,36°
Aroma 6,40* 5,94* 6,322
Textura 6,72° 6,48° 6,48°
Sabor 6,16 6,52° 6,68°

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p
<0,05).
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A andlise de varidncia mostrou que F1 obteve
a média mais alta em relagdo a aparéncia (média 7,12),
indicando que os provadores gostaram regularmente, de
acordo com a escala utilizada. Para o mesmo atributo, F2
e F3 nao diferiram entre si (p > 0,05).

Na Tabela 4, também se pode observar que néo
existe diferenga significativa entre as trés formulagoes
estudadas (p > 0,05) com relacdo as caracteristicas de
aroma, textura e sabor. As notas encontradas nao foram
muito altas (variando de 5,94 a 7,12), indicando que o
produto ainda precisa de novos estudos quanto ao grau
de homogeneizagao e formulagao para que obtenha uma
melhor avalia¢do sensorial.

A formulagdo com maior propor¢do de extrato
de arroz (F1) se apresentou mais viscosa e obteve maior
média de textura (6,72), sendo que esta nota indica que
os provadores gostaram ligeiramente.

Quanto ao atributo sabor, devido ao sabor suave
da quinoa, a formulacéo F3 apresentou a média mais alta
(6,68) por ter a maior quantidade de quinoa e a menor
de arroz.

Os provadores expressaram sua inten¢do de
compra em relacio ao produto e os resultados estdo
representados na Figura 1.

Na Figura 1, pode-se observar que as notas
atribuidas pelos provadores indicaram que a maioria deles
talvez comprasse as trés formulagdes do achocolatado. A
formula¢ao 3, que obteve a média mais alta para o atributo
sabor, também apresentou o maior nimero de provadores
que certamente a comprariam (30%). A formulacdo
1 apresentou o maior indice de rejeicdo em relagao as
demais, 30% dos avaliadores certamente ndo comprariam.

F3

F2

F1

1 1 1 1 J

0% 10% 20% 30% 40% 50%

B Certamente ndo compraria

O Talvez compraria

@ Certamente compraria

Figura 1. Teste de inten¢do de compra
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CONCLUSAO

A bebida formulada com 10% de extrato de
arroz e 5% de extrato de quinoa (F1) destacou-se quanto
ao seu teor de minerais, lipideos, proteinas, fibras e
carboidratos. A formula¢io F1 também apresentou as
melhores caracteristicas sensoriais, obtendo as maiores
notas para os atributos aparéncia, aroma e textura, mas
apresentou a pior nota com relacdo aos consumidores
que ndo comprariam.

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que
o achocolatado elaborado a partir do extrato de arroz
e de quinoa pode vir a ser uma alternativa viavel para
a alimentacdo de pessoas de todas as idades, inclusive
celiacos, intolerantes a lactose e alérgicos as proteinas do
leite. Além disso, pode proporcionar beneficios a satde
dos consumidores devido as propriedades nutricionais
de seus constituintes, entretanto, a formulacido ainda
precisa ser melhorada para uma maior aceitagio do
mercado consumidor.
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RESUMO

Este estudo avaliou a aceitabilidade sensorial de biscoito tipo cracker enriquecido com farinha da casca
do limao siciliano (Citrus limon L. Burm.), determinando-se a composi¢do centesimal da formulagio de
biscoito mais aceita. Utilizaram-se cinco formula¢des de biscoitos contendo diferentes concentragdes de
farinha de casca de limao siciliano, sendo F1 (padrio), F2 (1%), F3 (2%), F4 (3%) e F5 (4%). A analise
sensorial avaliou os atributos: aparéncia, aroma, sabor, textura e caracteristica crocante. Ademais, foram
realizadas analises da composi¢ao centesimal. Sensorialmente, as formulag¢des padréo e adicionada de 1%
de farinha de casca de limio siciliano foram as mais aceitas, principalmente nos atributos sabor, aceitagdo
global e inten¢do de compra. Por meio de analise quimica do produto verificou-se que os teores de fibra
bruta, proteinas, cinzas e umidade e o valor calérico foram maiores na formula¢do F2 do que em F1. O
desenvolvimento dos produtos comprovou que a adi¢do de até 1% de farinha de casca de limao siciliano
em biscoitos tipo cracker foi o mais aceito pelos provadores entre as demais formulagdes contendo este
ingrediente, com aceitagdo sensorial semelhante ao produto convencional.

Palavras-chave. andlise sensorial, fruta citrica, aproveitamento integral.

ABSTRACT

The study aimed at assessing the sensory acceptability of cream cracker enriched with the sicilian
lemon peel (Citrus limon L. Burm.) flour, and the chemical composition of the mostly accepted cream
cracker formulation was determined. Five cream cracker formulations were prepared by adding different
concentration of lemon peel flour, being F1 (standard), F2 (1%), F3 (2%), F4 (3%) and F5 (4%). The
sensory analysis evaluated the appearance, aroma, flavor, texture and crispness attributes. Also, centesimal
composition analysis was carried out. On the sensorial aspects, the standard and the formulation containing
1% of lemon peel flour were the mostly accepted, especially as for flavor, overall acceptability and purchase
intention attributes. By means of chemical analysis, the F2 product showed higher fiber, protein, ash and
moisture contents and the higher calorific value than in F1 formulation. These developed products proved
that the cream cracker samples containing up to 1% of Sicilian lemon peel flour were more accepted by the
tasters than the other formulations, and its sensory acceptance was similar to the regular cream cracker.
Keywords. sensory analysis, citric fruit, total utilization.
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INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil é considerado um dos
maiores produtores e exportadores mundiais de
alimentos. Entretanto, o pais ainda apresenta elevado
indice de desperdicio, uma vez que 35% da producio
agricola ndo sao aproveitadas, o que seria suficiente para
alimentar dez milhdes de brasileiros’. Estima-se que
cerca de 30% a 40% de alguns produtos, como frutas,
verduras, folhas e talos, sejam desperdigados.

Os principais motivos que reduzem a ingestdo
das partes nao convencionais dos alimentos sio o
desconhecimento dos principios nutritivos e, também, a
importancia do aproveitamento integral dos alimentos, o
que eleva o desperdicio pela popula¢dao?’.

Sabe-se que as folhas, talos e cascas podem ser
mais nutritivos que a parte comestivel usualmente, uma
vez que estdo presentes em maiores quantidades as fibras,
vitaminas e minerais. Desta forma, podem enriquecer a
alimentacao, contribuindo para o maior valor nutricional
do alimento*.

No Brasil, nota-se o aumento da producio de
frutas citricas, uma vez que a tendéncia mundial é para
um maior consumo de produtos naturais®. Na industria,
durante o processamento de citros para sucos naturais ou
concentrados, as cascas sdo os principais subprodutos e,
se ndo tratadas, tornam-se residuos e possivel fonte de
polui¢do ambiental, além de favorecer o desperdicio®.

Dentre as frutas citricas utilizadas na fabricagdo
de sucos naturais e concentrados, destaca-se o limao
siciliano (Citrus limon L. Burm.), de cor amarela, casca
grossa e superficie levemente rugosa’. Na sua casca, estdo
presentes substancias que contribuem para a satde, como
os flavonoides, os hidroxicindmicos e os carotenoides.
Todos estes se compostos se encontram em niveis mais
elevados na casca do que na polpa da fruta®.

Aindana cascadosalimentos podem-se encontrar
as fibras alimentares (FA), constituidas de polissacarideos,
lignina, celulose e hemicelulose’. Evidéncias indicam que
a pectina, um polissacarideo estrutural, funciona como
um agente hidratante e material de cimentacao para a
rede de celulose, além de multiplas atividades bioldgicas,
incluindo o controle de glicemia e colesterol’. As
fibras também exercem importante papel em relagdo a
manutenc¢ao de peso e reducdo do risco de obesidade!!.

Uma alternativa para o aproveitamento de
alimentosé o desenvolvimento de produtos de panificacéo,
como biscoitos, pdes e massas alimenticias, adicionados

de farinhas de cascas de frutas para o aproveitamento
integral, ampliando assim a oferta de novos produtos
com alto teor de fibra, tanto para os consumidores sadios,
quanto para aqueles que apresentam algumas patologias
(constipagao intestinal, alto nivel de colesterol, obesidade,
entre outras)'.

Observa-se que o biscoito tipo cracker é bastante
aceito pela populagio em geral, pois possui poder
atrativo, além de ser muito utilizado em recomendac¢des
dietéticas, e de ser um produto fécil de ser enriquecido®.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi
verificar a aceitabilidade sensorial de biscoito tipo cracker
enriquecido com farinha da casca de liméo siciliano
(Citrus limon L. Burm.) e determinar a composi¢do
centesimal do biscoito mais aceito.

MATERIAL E METODOS

Obtencio da farinha de limao

Os limoes sicilianos foram adquiridos no
Mercado Municipal de Curitiba (PR). Para a obten¢édo da
farinha, os limdes foram higienizados em agua corrente
e cortados ao meio. O suco dos limoes foi extraido com
o auxilio de um espremedor de frutas (NKS', Brasil).
O bagago foi retirado e as cascas usadas integralmente
(epicarpo, pericarpo e endocarpo), foram cortadas em
quatro partes com auxilio de uma faca. As cascas foram
secas a 60 °C em estufa com circulacdo forcada de ar
(Nova Etica’, Brasil) por 24 horas, sendo, em seguida,
trituradas em processador (Cemaf, Brasil). A farinha
resultante do processo foi passada em peneira com
abertura de 1 mm/16 mesh (Bertel, Brasil).

Formulacao do biscoito

Foram elaboradas cinco formulag¢des de biscoitos
tipo cracker, sendo: F1 = padrdo, sem adi¢do de farinha
de casca de limao; e F2, F3, F4 e F5, adicionadas de
farinha de casca de limao siciliano a 1%, 2%, 3% e 4%,
respectivamente. Estas porcentagens foram definidas
apos realizagao de testes preliminares no produto. Na
Tabela 1, podem ser verificadas as formulagdes dos
biscoitos tipo cracker, adicionados de casca de limao
siciliano.

As formulacoes foram preparadas,
individualmente, no Laboratdrio de Técnica Dietética do
Departamento de Nutricdo da Unicentro, Guarapuava
(PR). Primeiramente, os ingredientes da esponja foram
misturados, amassados e deixados em descanso para
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Tabela 1. Ingredientes das formulagoes de biscoitos tipo cracker padrao e adicionados de 1, 2, 3 e 4% de farinha de casca de liméo siciliano

Ingredientes Formulacoes

F1 F2 F3 F4 F5
Esponja
Farinha de trigo (%)* 45,50 45,00 44,50 44,00 43,50
Flocos de batata (%)* 9,25 9,25 9,25 9,25 9,25
Amido de milho (%)* 6,50 6,50 6,50 6,50 6,50
Fécula de mandioca (%)* 3,25 3,25 3,25 3,25 3,25
Agua (%) 27,60 27,60 27,60 27,60 27,60
Oleo de milho (%) 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
Fermento bioldgico (%) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Farinha de casca de limio siciliano (%)* 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Massa
Farinha de trigo (%)* 24,50 24,00 23,50 23,00 22,50
Flocos de batata (%)* 5,75 5,75 5,75 5,75 5,75
Amido de milho (%)* 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Fécula de mandioca (%)* 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75
Actcar (%) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Sal (%) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Bicarbonato de s6dio (%) 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Lecitina de soja (%) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Farinha de casca de limio siciliano (%)* 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

F1: Formulag¢do padrao; F2: formula¢ao adicionada com 1% de farinha de casca de limao; F3: formulagao adicionada com 2% de farinha de casca
de limao; F4: formulagao adicionada com 3% farinha de casca de limao; F5: formulagio adicionada de 4% farinha de casca de limao.

*A soma destes ingredientes totaliza 100%.

fermentacao durante 7 horas. Em seguida, o restante dos
ingredientes foi misturado e deixado em descanso durante
6 horas. A massa resultante foi laminada, com auxilio de
um rolo manual, e cortada em quadrados de 2 x 2 cm.
Os mesmos foram dispostos em assadeiras e deixados em
descanso durante 30 minutos. Logo ap6s, foram assados
em forno (Dako, Brasil) a 140 °C durante 20 minutos.

Analise sensorial

A avaliagao sensorial foi realizada no Laboratério
de Analise Sensorial, do Departamento de Engenharia de
Alimentos da Unicentro, em cabines individuais e com
iluminagdo de cor branca.

Participaram da pesquisa 60 provadores nio
treinados, sendo estudantes e funcionarios do campus
Cedeteg da Unicentro em Guarapuava (PR), de ambos os
sexos, com idade entre 18 e 70 anos.

Pelos testes sensoriais dos produtos foram avaliados
os atributos: aparéncia, aroma, sabor, textura e crocincia.
Os provadores avaliaram a aceita¢cdo das amostras por meio
de escala hedonica estruturada de 9 pontos (1 = desgostei
muitissimo, 9 = gostei muitissimo) segundo Dutcosky".
Foram aplicadas também, questdes de aceitacdo global e
intencdo de compra analisadas por meio de dois pontos
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especificos entre ‘“sim” compraria a amostra e “ndo”, ndo
compraria a amostra, como sugerido por Moskowitz'.
Cada julgador recebeu uma por¢do de cada
amostra (dois biscoitos, aproximadamente 10 g), em
copos plésticos brancos codificados com numeros
de trés digitos, de forma casualizada e balanceada,
acompanhados de um copo de agua para realizagdo
do branco entre as amostras. As formulagdes foram
oferecidas aos julgadores de forma monadica sequencial.

Analise da composi¢ao centesimal

A andlise da composic¢do centesimal foi realizada
no Laboratorio de Andlise de Alimentos do Departamento
e Engenharia de Alimentos da Unicentro, em Guarapuava
(PR). As seguintes determinagdes quimicas foram
realizadas, em triplicata, na farinha das cascas de limao
siciliano, no biscoito padrio e na formulacio do biscoito
com maior teor de farinha das cascas de liméo siciliano e
com aceitagdo semelhante a padréo:

Umidade

Foi determinada em estufa a 105 °C até o peso
constante, segundo o método gravimétrico n° 920.151 da
AOAC (1984)".
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Cinzas
Foram analisadas pelo método gravimétrico n°
940.26 da AOAC".

Lipidios totais
Foi utilizado o método de extragao a frio de Bligh
e Dyer'®.

Proteinas

Foi realizada por meio da avaliagao do nitrogénio
total da amostra, em triplicata, pelo método Kjeldahl
determinado ao nivel semimicro?’. Utilizou-se o fator de
conversdo de nitrogénio para proteina de 6,25.

Fibra bruta

Seguiu-se o método n° 920.86 da AOACY,
utilizou-se extragdo a quente com H,SO, a 1,25% p/v e
NaOH 1,25% p/v.

Carboidratos

A determinagao de carboidratos (incluindo fibra
bruta) dos produtos foi realizada por meio de calculo
tedrico (por diferenca) nos resultados das triplicatas,
conforme férmula abaixo:

% Carboidratos = 100 - (% umidade + % proteina + %
lipidios + % cinzas)

Valor calorico

O total de calorias (kcal) foi calculado em relagdo
a 100 g da amostra, utilizando os valores de Atwater (ou
calor de combustdo) para gordura (9 kcal/g), proteina
(4,02 kcal/g) e carboidratos (3,87 kcal/g)*.

Questoes éticas

Esta pesquisa teve seu projeto avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual do Centro-Oeste — Unicentro (PRO (Parecer n°
107/2011). Entretanto, como critérios de exclusdo foram
considerados os seguintes fatores: possuir alergia a algum
ingrediente utilizado na elaboragao dos biscoitos, possuir
idade menor que 18 anos, nio ser aluno ou funcionario
do campus em questdo e as pessoas que nao assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Analise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do
software Statgraphics Plus, versao 5.1, através da analise
de varidncia (ANOVA), sendo que a comparacio de
meédias foi realizada pelo teste de médias de Tukey e Qui-
quadrado de McNemar, todos avaliados com nivel de 5%
de significancia®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise sensorial

A Tabela 2 apresenta a aceitagdo sensorial dos
biscoitos tipo cracker padrio e enriquecidos com 1%, 2%,
3% e 4% de farinha de casca de liméo.

Na Tabela 2, pode-se perceber que os atributos
“aparéncia” e “aroma” ndo apresentaram diferengas
significativas entre as amostras, igualmente aos resultados
encontrados por Mauro, Silva e Freitas?’, quando
estudaram diferentes formulagdes de cookies contendo
farinha de talo de couve e de espinafre.

Para o atributo “sabor’, as formulagdes F1 e
F2 tiveram maiores notas que F3, F4 e F5. No atributo

Tabela 2. Aceitagdo sensorial dos biscoitos tipo cracker padrao e enriquecidos com 1, 2, 3 e 4% de farinha de casca de limao

Amostras/ F1 F2 F3 F4 F5
Atributos Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Aparéncia 7,24 +1,42° 7,28 £ 1,10° 7,30 + 1,30° 7,16 £ 1,18° 7,31 +1,31*
Aroma 6,69 + 1,63* 6,70 + 1,52° 6,66 + 1,42° 6,52 + 1,31* 6,52 + 1,56*
Sabor 6,93 + 1,72 6,55+ 1,73* 6,15+ 1,72% 5,48 + 2,08 5,51 +2,06"
Textura 7,22 + 1,60* 6,90 * 1,62 7,20 £ 1,50° 6,30 + 1,80° 6,81 + 1,66
Crocancia 7,04 + 1,60° 6,84 + 1,51 7,10 £ 1,50° 6,20 + 1,70° 6,79 + 1,63
Aceitagao Global Positiva (sim) (%)**
76,12* 76,12* 65,67° 35,82° 47,78°
| Inten¢do de Compra Positiva (sim) (%)** |
67,16 67,16 57,70° 34,33" 41,79°

*Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05); **letras diferentes na linha indicam diferenca significa-
tiva pelo teste de Qui-quadrado de McNemar (p < 0,05); DP: Desvio padrdo da média; F1: Formulagao padrao; F2: formulagado adicionada com
1% de farinha de casca de limao; F3: formulagao adicionada com 2% de farinha de casca de limao; F4: formula¢do adicionada com 3% farinha
de casca de liméo; F5: formulacio adicionada de 4% farinha de casca de limao.
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*F1: Formulagdo padrao; F2: formulagio adicionada com 1% de farinha de casca de liméo; F3: formulagdo adicionada com 2% de farinha de

casca de limao; F4: formulacdo adicionada com 3% farinha de casca de liméo; F5: formula¢io adicionada de 4% farinha de casca de limao.
Figura 1. Frequéncia de notas obtidas pelos provadores na avaliagdo sensorial das formulag¢des de biscoito tipo cracker padrao e adicionadas de

1,2, 3 e 4% de farinha de casca de limao siciliano.

“textura’, as amostra F1 e F3 apresentaram notas maiores
(p<0,05) que F4, sem diferenca estatistica das demais.
Estes resultados mostram-se diferentes dos verificados
em estudo de Ishimoto et al.*?> ao avaliarem diferentes
formulagao de biscoitos acrescidos de casca de maracuja,
que encontraram notas menores nas adicdes de 1% e 4%
do que para 7% nos atributos de “textura” e “sabor”.

Avaliando-se a crocancia, pode-se observar
que F1 e F3 apresentaram notas semelhantes a F2 e F5,
sendo maiores que F4. Isso pode ter ocorrido, devido a
uma possivel diferenca no forneamento dos biscoitos,
deixando F4 menos crocante que F1 e F3.

Quanto a aceitagdo global e intengdo de compra
positiva, constatou-se que as formulagdes F1 e F2 foram
as que apresentaram maiores porcentagens de respostas
positivas, decrescendo com a adigdo de maiores niveis
de farinha de casca de limdo. As amostras F4 e F5
permaneceram com resultados de aceitagdo global e
inten¢ao de compra abaixo de 50%. Corroborando com
estes dados, Francisco®, que verificou aceitabilidade de
biscoitos caseiros enriquecidos com farinha de casca
de vegetais, também observou que, conforme o maior
enriquecimento do produto, menor foi a aceitabilidade.

Na Figura 1, podem-se observar as frequéncias
das notas atribuidas pelos provadores para cada atributo
sensorial.
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As avaliagdes “gostei muito” (41,79%) e “gostei
moderadamente” (29,85%) foram as mais assinaladas
para o atributo “aparéncia” e “aroma’, corroborando
com o estudo de Larosa et al.**ao avaliarem o aroma nas
formulagdes de biscoitos enriquecidos com farinha de
okara também verificaram boa aceitacio, assemelhando-
se ao produto comercial. Ja no atributo “sabor”, as notas
7 e 8 também foram as mais referidas pela maioria dos
provadores, principalmente para as formulacoes F1 e F2.

Para os atributos textura e crocéncia, as notas 7
e 8 foram as mais apontadas pelos provadores. O mesmo
resultado foi observado no estudo de Matias, Oliveira e
Magalhaes” avaliando o uso de bagago de caju e goiaba
no enriquecimento de biscoitos.

Assim, é possivel avaliar que a maioria das notas
de todos os atributos (aparéncia, sabor, aroma, textura
e cor) permaneceu superior a 5 (“nem gostei/nem
desgostei”).

Segundo Alamanou et al.”’, atributos como o
aroma e sabor sao, provavelmente, as caracteristicas
mais importantes que influenciam as propriedades
sensoriais de produtos alimenticios adicionados de
ingredientes diferenciados. Em razao disso, foi verificado
que a amostra mais aceita, considerando o sabor, foi
aquela adicionada de 1% de farinha de casca de limao
siciliano (F2). Dessa forma, a mesma foi selecionada para
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realiza¢ao das demais analises, junto com o padrao (F1),
sem a adicio, para fins de comparagéo.

Analise da composicdo centesimal

A Tabela 3 apresenta os resultados da analise
da composicdo centesimal da farinha de casca de
limao siciliano, bem como seu teor de fibra bruta e
valor caldrico, enquanto a Tabela 4 apresenta a analise
da composicido centesimal dos biscoitos padrdo (F1) e
formulagao contendo 1% de farinha de casca de limao
siciliano (F2).

Tabela 3. Composi¢do centesimal da farinha de casca de limao sici-
liano (100 g)

Composic¢ao centesimal Média + DP
Umidade (%) 17,50 + 0,54
Cinzas (%)** 4,67 +0,12
Carboidratos (%)** 72,81 £ 0,19
Proteinas (%)** 4,81 +0,87
Lipidios (%)** 3,84 + 0,56
Fibra bruta (%)** 13,87 + 0,83
Valor calorico (kcal) 345,04 + 5,32

*DP: desvio-padrao da média; **Valores calculados em base seca.

Em pesquisas de Lucchesi e Raymundo?, foram
verificados teores de fibrasde 24,7% paraa farinha de casca
de liméo siciliano, sendo maior do que o encontrado no
presente trabalho, entretanto, os autores relatam valores
de cinzas (0,19%) e umidade (9,25%), menores do que
os verificados na atual pesquisa. Diversos fatores podem
influenciar nas diferencas fisico-quimicas dos frutos

como a constitui¢ao genética, as condigdes climaticas e o
tratamento pds-colheita?. Esses dados podem explicar as
discordancias de resultados verificadas com a literatura
para a farinha de casca de limao siciliano.

Na Tabela 4, pode-se constatar que os teores de
umidade, cinzas, lipidios, proteinas, fibra bruta e calorias
mostraram-se significativamente superiores no biscoito
acrescido de 1% de farinha de casca de liméo siciliano
F2 (p < 0,05), que, na formulagao padrao F1, obtendo-se
maiores valores didrios recomendados (VD)?. Embora
os carboidratos tenham sido encontrados em menor
teor na formulagdo F2 que em F1, menor inclusive que o
encontrado no produto comercial, a adi¢ao da farinha de
casca de limio siciliano aumentou a quantidade de fibra
bruta do alimento, mesmo ao nivel de 1%.

O maior valor caldrico do biscoito acrescido de
1% de farinha pode ser explicado devido a adicdo da
farinha de limao nas formula¢des, uma vez que a mesma
é rica em lipidios, proteinas e carboidratos (Tabela 3).

CONCLUSAO

O desenvolvimento dos produtos permitiu
comprovar que um nivel de adicdo de até 1% de farinha
de casca de limao siciliano em biscoitos tipo cracker foi o
mais aceito pelos provadores dentre aqueles contendo este
ingrediente, obtendo-se aceitagdo sensorial semelhante
ao produto padrio.

A analise quimica do produto adicionado de 1%
de limao siciliano proporcionou, em geral, aumento no
teor de nutrientes, com excec¢do dos carboidratos.

Tabela 4. Valores diarios recomendados — VD* (por¢ao média de 100 gramas) e composigio centesimal dos biscoitos padrao e adicionado de 1% de
farinha de casca de limao siciliano comparados com valores de referéncia® e informagao nutricional de um produto similar vendido comercialmente

F1 F2
Composigao centesimal Média + DP Média + DP Referéncia**
VD (%)* VD (%)*
Umidade (%)*** 7,67 £ 0,04° ND 10,27 + 0,13* ND 4,10¢
Cinzas (%)*** 2,72 £0,02° ND 3,00 = 0,06* ND 2,70
Carboidratos (%)*** 74,51 + 0,02° 25,0 63,91 +0,18° 21,00 73,90°
Proteinas (%)*** 7,66 £ 0,13° 7,10 8,20 = 0,09* 7,40 6,95¢
Lipidios (%)*** 15,11 + 0,09° 29,10 24,89 £ 0,97° 40,10 12,60¢
Valor calérico (kcal)*** 464,74 £ 0,17¢ 21,40 512,45 + 0,40* 22,80 434,80°
Fibra bruta (%)**** 0,64 + 0,14° ND 2,37 +£0,22° ND ND

*VD: nutrientes avaliados pela média da Dietary Reference Intakes (DRI)¥, com base numa dieta de 2000 kcal; **Valores de umidade e cinzas
foram comparados com a Tabela Brasileira de Composiciao de Alimentos (TACO)? e valores de lipideos, proteinas, carboidratos e calorias foram
comparados com a informagéo nutricional de um produto similar vendido comercialmente; ***letras diferentes na linha indicam diferenca sig-
nificativa pelo teste de Tukey (p<0,05); ****letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de t de student (p<0,05); Valores
calculados em base seca; F1: Formulagdo padrao; F2: formulagdo adicionada com 1% de farinha de casca de limao siciliano; DP: desvio-padrao

da média; ND: Nao disponivel.
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Assim sendo, a farinha de casca de limao

siciliano pode ser considerada um potencial ingrediente
com propriedades funcionais para a adi¢do em biscoitos
e produtos de panificacio e similares, podendo ser
oferecidos aos consumidores com altas expectativas de
aceitacdo no mercado.
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ABSTRACT

The determination of ascorbic acid (AA) contents in beverages is a challenging and necessary task because
consumers have to know the exact amount of this component in the product as displayed on the container
label. Moreover, the food industries have to add the exact (+ 20%) quantity of ascorbic acid as it is stated
on the label. This study aimed at evaluating 60 ready-to-drink beverages and powdered juices marketed
in Curitiba (PR, Brazil). The results were compared with the values declared on the label, and in 90%
of the samples no statistically similar values (p < 0.05) were found by comparing with those stated on
the packaging label. Moreover, the AA values found in this analysis were from 12 to 90% lower than
those reported by manufacturers. For that reason, the ascorbic acid contents in these products should be
monitored by the National Health Surveillance Agency (ANVISA).

Keywords. vitamin C, quality control, beverages.

RESUMO

A determinag¢io do contetdo de dcido ascérbico (AA) em bebidas é uma tarefa desafiadora e indispensavel,
uma vez que os consumidores necessitam ter conhecimento da quantidade exata de AA declarada no
rétulo da embalagem do produto. As industrias de alimentos devem adicionar a quantidade exata (+
20%) de AA declarada no rétulo. Neste trabalho, foram avaliadas 60 amostras de bebidas prontas para
beber e sucos em p6 comercializados em Curitiba (PR, Brasil). Os resultados obtidos foram comparados
estatisticamente com o valor declarado no rétulo. Em 90% das amostras, nao foram encontrados valores
similares (p < 0,05) aos declarados nas embalagens. Além disso, os teores de AA encontrados no estudo
foram de 12% a 90% menores do que os valores declarados pelos fabricantes. Estes achados indicam que
os teores de vitamina C em produtos dessa natureza necessitam ser monitorados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Palavras-chave. vitamina C, controle de qualidade, bebidas.
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INTRODUCTION

Ascorbic acid (AA), also known as vitamin C,
is a water-soluble vitamin that can be found in many
biological systems and foodstuffs (fresh vegetables and
fruits). Ascorbic acid plays an important role in collagen
biosynthesis, iron absorption, and immune response
activation'. It also acts as a powerful antioxidant in
numerous in vivo protocols by buffering free-radicals
that are closely associated to some diseases such as aging,
neurodegenerative and other non-transmissible chronic
diseases’;, moreover, ascorbic acid has been proved to
suppress sarcoma cell death in rats’. In this regard, it is
noteworthy that AA has been added as an antioxidant
(fruit juices, for example) in many foods, being used in
medicine in pill form as a component of multivitamin
tablets®.

In order to analyze the ascorbic acid content in
beverages, different analytical methods have been used to
quantify the ascorbic acid present in foods and beverages
such as UV-VIS spectrophotometry, high performance
liquid chromatography, electrophoresis, enzymatic
methods, amperometry, and titametric methods®, in
which one of the most employed oxidant agents is the
iodine®. Iodine is a mild oxidizing agent that is capable
of oxidizing only quantitatively strongly reducing
substances such as ascorbic acid.

According to the Brazilian Ministry of Health’,
Ordinance n° 31 January 1998, a food is considered
“source of vitamins” since 100 mL or 100 g of the product
ready for consumption provide at least 7.5% of the daily
recommended value of intake (DRV) for liquids, and
15% of the DRV in case of solids. To use high content or
rich in vitamins ‘claim’ it is necessary that 100 ml or 100
g of the product ready for consumption provide at least
15% of the DRV in case of liquids, and 30% of DRV in the
case of solids.

Consumers demand for safe, functional, and fresh
products has been increasing continuously, contributing
to the increasing consumption of fruit juices and fruit
juice-based drinks. Nutritional information related to
these products is necessary to guide consumers towards
the best options of beverages available in the marketplace.
In this context, this study aimed at evaluating 60 ready-
to-drink beverages, including fruit juices, powdered
juices, teas, and soy/juice blends, marketed in Curitiba
(PR, Brazil).
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MATERIAL AND METHODS

Sampling

A total number of 60 samples of soft drinks,
powder juices, green teas, juice concentrates, ready-to-
drink natural juices, and soy beverages (blended with
fruit juices) were purchased from five different local
markets in Curitiba, PR. A total number of 19 beverages
(soy blends, teas, sodas, fruit juices) and 41 powder juices
from different trademarks were acquired. Attention to the
expiration date and condition of the packaging was paid
for each product. A quantity of about 200 g of powder
juice from the same lot and 1 liter of beverage were used
for each product.

Assessment of the ascorbic acid content displayed on
the label

In order to assess the adequacy of the information
on the label, firstly a worksheet was assembled using
the software Microsoft Excel version 2003, having the
ascorbic acid content (AA) (mg/100 g) of each sample.
The Resolution number 269 from 22 September 2005
from the National Agency of Sanitary Vigilance® was
taken into consideration to compare the content of AA
displayed on the label with the one determined in our
study.

Determination of the ascorbic acid content

The ascorbic acid content was determined by the
redox titration method, in which a 0.01 M potassium
iodate (KIO,) solution was prepared according to the
method 364/IV from the Instituto Adolfo Lutz’. In order
to perform the ascorbic acid determination, the ready-to-
drink beverages were not diluted, whereas the powdered
juices were diluted 5 times using Mili-Q ultra-pure water.
The ascorbic acid content in every sample was obtained
from three parallel determinations and were expressed as
mg/100 g or mg/100 mL.

The end-point of the reaction between AA and
the potassium iodate is indicated by the production of a
blue-black product. Aslong as the ascorbic acid is present
in the test sample, the triiodine is quickly converted to
iodide ion, and no blue-black iodine-starch product is
formed in the medium. However, when all ascorbic acid
has been oxidized, the excess of triiodide (in equilibrium
with iodine) reacts with the starch to form the expected
blue-black color. This method was validated and showed
a good linearity, precision and accuracy when ready-to-
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drink beverages were assessed'’. In comparison to other
analytical procedures, this titration method is considered
simple, inexpensive, and no time-consuming once it does
not require preliminary extraction.

Statistical evaluation

Results were presented as mean * standard
deviation. The t-Student test for a single sample was
applied to the data in order to compare the value displayed
on the label with the one determined experimentally. The
probability level (p-value) for each evaluation was also
provided. For this analysis, the software Statistica v. 7
(StatSoft, Tulsa, OK, USA) was used. A p-value below
0.05 was considered significant, that is, a p-value higher
than 0.05 means that no statistical difference was found
between the experimental value and the one on the label.

RESULTS AND DISCUSSION

In our study, a great number of products (n =
60) available on the marketplace was selected in order
to confer reliability and provide scientifically sound
results. Table 1 summarizes the data obtained from
the determination of the ascorbic acid content and the
statistical comparison between experimental results and
the values displayed on the label of each product. It is
possible to observe that only 6 samples out of 60 presented
a non-significant p-value (p > 0.05) in accordance with
the Student t-test, while 8 products did not present nay
information about the ascorbic acid content on the label.
It means that 76.7% of the products did not contain a
similar (p > 0.05) ascorbic acid content as compared to
the value displayed on the label. Likewise, Quirds et al."!
measured the ascorbic acid content in fruit juices and soft
drinks using the same experimental procedures adopted
in this study. By applying this method, they found that
the amounts of vitamin C declared on the labels of
many drinks are not what they obtained experimentally.
Among a total of 17 fruit juices, soft drinks and isotonic
drinks, only 2 samples presented a similar value to the
one indicated on the label. The authors also evaluated
how the vitamin C content present in orange juices and
tea drinks varies during the shelf life. After a six-day
storage period, the juice barely lost 8% of its ascorbic acid
amount, while in teas the vitamin C content fell by 54%
at 4 °C and practically disappeared at room temperature.

From the comparison between the mean AA
contents and the value indicated on the label it is possible

to observe that the ascorbic acid content remained
between 12 to 90% lower than the values declared on
the label of the products. Although 6 samples showed no
significant difference in the assessment, 4 samples were
liquid juice, and only two were powdered juices.

Other authors have already analyzed the ascorbic
acid content in fruit juices, sodas, and other beverages
marketed in Brazil and verified that a great part of the
products does not contain the specified content displayed
on thelabel. A study conducted by José et al.'* showed that
powdered juices marketed in Brazil did not contain the
content of AA displayed on the label: the contents varied
from 3.45 to 12.12 mg/100 mL. The study emphasized
that powdered juices are not sources of AA and that a
tougher control and monitoring should be performed
by governmental agencies; Silva et al."” concluded that
powdered juices cannot be considered sources of AA,
once the samples presented low AA contents (0.67 -
32.00 mg/100 g of powder). They also verified that eight
out of eleven samples presented wrong information
about the AA content displayed on the label, and it would
be necessary to intake a total number of 4 to 67 glasses
(200 mL) of diluted powdered juice to provide the daily
recommended value of intake for adults (= 19 years old);
Abreu et al."* evaluated the AA content of soy extracts
blended with fruit juices (mango, coconut, pineapple,
passion fruit, and guava) and found AA values ranging
from 0.09 to 3.30 mg/100 g. These values were also lower
than the ones declared on the label. The authors also
mentioned that for some samples the difference was 10
times lower than the value declared on the packaging.

Other authors such as Santos et al."” observed
that among six brands of mango nectar only two had
lower values than those provided on the label. In the
same sense, other fruit nectars presented higher (up to
65%) AA levels than the values indicated on the label.
Yamashita et al.'® investigated the vitamin C stability in
fresh acerola, pasteurized acerola pulp, and acerola juice,
stored at -12 °C/18 °C for up 4 months. The ascorbic acid
content of acerola juice at the beginning of the experiment
was 1,511 mg/100 g, and after the storage period at -12 °C
this content decreased to 869 mg/100 g, while the sample
stored at -18 °C had 1,223 mg/100 g. The initial ascorbic
acid content in the pasteurized pulp was 1360 mg/100 g
and at the end of 4 months it was 1,314 mg/100 g. The
pasteurized juice stored at room temperature presented
an initial ascorbic acid content of 988 mg/100 g, and at the
end of 4 months of storage the content was 673 mg/100 g.
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Table 1. Ascorbic acid content displayed on the label of beverages versus the content determined experimentally

Ascorbic acid - label - Ascorbic acid - experimental - Significance
Samples Type

(mg/100 g) (mg/100 g) (p-level)
1 Powder juice 214.29 85.85+0.98 0.007
2 Powder juice 166.67 75.67 +1.23 0.021
3 Powder juice 214.29 86.47 +1.77 0.004
4 Powder juice 272.00 179.96 + 0.40 0.031
5 Powder juice 272.00 153.68 £ 0.44 0.009
6 Powder juice ND 7.80 + 0.06 NA
7 Powder juice 111.67 70.82 + 1.54 0.006
8 Powder juice 111.67 64.42 + 1.49 0.004
9 Powder juice 111.67 67.59 + 1.56 0.005
10 Powder juice 214.29 270.61 £7.99 0.054
11 Powder juice 200.00 119.54 £ 6.80 0.043
12 Powder juice 471.43 240.43 +£11.63 0.013
13 Powder juice 200.00 104.86 * 8.66 0.012
14 Powder juice 200.00 97.07 £ 8.54 0.008
15 Powder juice 471.43 205.98 + 23.57 0.001
16 Powder juice 200.00 119.64 + 10.70 0.006
17 Powder juice 166.67 85.00 +£9.14 0.005
18 Powder juice 166.67 99.95 + 8.50 0.008
19 Powder juice 166.67 87.73 +7.76 0.006
20 Powder juice 166.67 76.61 + 5.68 0.004
21 Powder juice 166.67 75.02 + 4.46 0.013
22 Powder juice 166.67 77.66 £ 5.20 0.011
23 Powder juice 155.56 281.85 + 14.67 0.004
24 Powder juice 155.56 288.35 £ 12.38 0.019
25 Powder juice 155.56 338.43 £21.45 0.004
26 Powder juice 111.67 84.10 +8.23 0.068
27 Powder juice 111.67 66.42 + 4. 37 0.039
28 Powder juice 111.67 80.41 +2.89 0.017
29 Powder juice 166.67 66.23 +3.98 0.002
30 Powder juice 214.29 101.14 + 4.67 0.011
31 Powder juice 272.00 164.34 + 6.82 0.003
32 Powder juice 100.00 21.87 £1.49 0.015
33 Powder juice 562.50 108.51 £ 10.77 0.008
34 Powder juice 366.67 92.23 +7.69 0.003
35 Powder juice 366.67 61.35+4.84 0.002
36 Powder juice 366.67 76.49 +5.42 0.005
37 Powder juice 471.43 256.24 £ 15.25 0.001
38 Powder juice 200.00 123.46 £ 10.53 0.035
39 Powder juice 111.67 78.90 £ 6.79 0.024
40 Powder juice 366.67 84.78 + 8.44 0.004
41 Powder juice 366.67 88.92 +£9.28 0.004
42 Liquid 7.58 39.75 +1.77 <0.001
43 Liquid 9.00 7.63 + 0.21 0.070
44 Liquid 100.00 7.04 +£0.33 <0.001
45 Liquid ND 1.01 +0.15 NA
46 Liquid ND 0.50 +0.09 NA
47 Liquid ND 0.50 + 0.07 NA
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Ascorbic acid - label - Ascorbic acid - experimental - Significance
Samples Type
(mg/100 g) (mg/100 g) (p-level)
48 Liquid ND 0.50 £ 0.03 NA
49 Liquid ND 1.38 +£0.07 NA
50 Liquid ND 1.01 +0.02 NA
51 Liquid 23.00 9.98 +0.13 0.029
52 Liquid 7.50 7.42 +0.05 0.644
53 Liquid 12.00 5.64 +0.05 0.001
54 Liquid 12.00 7.75 +0.04 0.001
55 Liquid 4.25 5.14 +0.31 0.104
56 Liquid 4.25 7.04 £ 0.03 0.005
57 Liquid ND 0.75 +£0.05 NA
58 Liquid 3.00 5.03 +£0.21 0.006
59 Liquid 23.50 14.75 + 0.44 0.045
60 Liquid 9.00 7.04 + 0.06 0.076

Note: ND = not declared on the label.

These findings need to be seriously considered
by governmental agencies such as the National Health
Surveillance Agency (ANVISA), once they suggest that
the food industry has not paid sufficient attention to
the ascorbic acid content added to the products or even
to measure accurately this substance in such products
before and after the unitary operations used to their
development. Another hypothesis to be taken into
consideration is that the food industry may have added
unstable chemical forms of ascorbic acid to the products,
which may oxidize throughout transportation and shelf-
life.

Ascorbic acid is easily oxidized as compared
to other vitamins. It is known that AA is stable only in
acidic medium, in the absence of light, oxygen and heat,
and the factors favoring its degradation are the presence
of alkali, oxygen, heat, light, metals, and some enzymes".
Taking into consideration the type of packaging, the
thermal processing and other unit operations, it is
possible to assume that all these factors may also be
responsible for the differences between experimental
values and those declared on the labels. It is known that
the air incorporation during the processing steps and
the storage temperatures enhance aerobic degradation
reactions'®. In the case of hermetically sealed anaerobic
conditions, ascorbic acid decomposes to 2,5-dihydro-2-
furanoic acid to become carbon dioxide and furfural. The
furfural undergoes polymerization as an active aldehyde
and can be combined with amino acids, contributing to
the juice darkening.

Losses may also occur due to different types of
equipments used during the process and / or by chemical

oxidation of ascorbic acid and/or thermal degradation
through blanching, cooking, pasteurization and
dehydration®. Freitas et al.* evaluated the ascorbic acid
stability in acerola juices produced by the hot fill (glass
bottles) and aseptic (carton packaging) processes during
350 days of storage in similar conditions of marketing
(25 + 2 °C). The authors observed a reduction in ascorbic
acid content of 23.61% for the hot fill process and 35.95%
for the aseptic process.

A study conducted by Kabasakalis, Siopidou and
Moshatou* concluded that the AA content in different
commercial fruit juices marketed in Greece ranged from
2.4 to 43 mg/100 mL. The storage of such products in
closed containers at room temperature for a period of
4 months resulted in ascorbic acid losses ranging from
29% to 41%. Commercial orange juice, when stored in
open containers in the refrigerator for 31 days, lost 60%
to 67% of its ascorbic acid content while fresh orange
juice lost between 7% and 13% of the AA content. Open
containers of commercial fruit juice, when stored outside
the refrigerator for 10 days, lost 12.5% of their ascorbic
acid content, while the refrigerated juice for the same
period, lost up to 9% of AA.

Although ANVISA allows a variation range of +
20% in relation to the mean value of the nutrient displayed
on thelabel, we believe that this value is extremely high for
beverages due to the main reasons: 1) this high variance
range allows the industry not to monitor suitably each
lot of the final products; 2) a less intense development
of new packaging systems to prevent deterioration of
chemical constituents such as vitamins, sterols, phenolic
compounds, carotenoids, among others; 3) the higher
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the variance range, the lesser attention to quality control
is paid by food industries; 4) with less attention paid to
quality control, consumers do not get what they believe
they actually buy, and implications on satisfaction, trust,
and loyalty to brand get compromised. Thus, ANVISA
should monitor such products evaluated in this study
and possibly reduce the acceptable range for the values of
nutrients, including ascorbic acid, displayed on the label.
This action would prevent eventual relapses on quality
control and more attention on food processing would be
paid in the beverage industry.

CONCLUSIONS

The study showed a high variability between
the vitamin C content experimentally determined and
the one declared by the manufacturer. Among the 60
samples analyzed in this study, 76.7% of the products had
their vitamin C content statistically different (p < 0.05)
from the amount displayed on the container label, with
a content ranging from 12 to 90% lower than the value
declared on the label. These results indicate it is necessary
to perform a stricter quality control in powdered juices
and ready-to-drink beverages.
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ABSTRACT

The purpose of this paper was to evaluate the approximate composition, size distribution, minerals and
vitamin E isomers concentrations in eight sorghum genotypes available for human consumption. The
protein concentration of samples ranged from 8.57 to 11.59%, lipids from 1.24 to 3.07% and carbohydrates
from 57.3 to 64.7%. The total dietary fiber varied from 9.13% to 15.09%. Sorghum genotytes flours were
characterized as hard grain and of coarse granulometry, which are the relevant aspects for developing food
products. Soghum genotypes were considered as sources of iron, phosphorus, magnesium and zinc. The a
and y-tocopherol isomers were determined in sorghum genotypes grain and flour, and y-tocopherol was
predominant. In conclusion, sorghum genotypes evidenced to be as relevant sources of dietary fiber, iron,
phosphorus, magnesium and zinc. Furthermore, the sorghum genotypes were classified as hard grain ,
suitable for formulating bakery products.

Keywords. Sorghum bicolor L. Moench, size distribution, vitamin E, minerals, nutritional value.

RESUMO

Foram avaliadas as caracteristicas de composi¢ao centesimal, distribui¢do granulométrica, concentragdo
de minerais e isdmeros de vitamina E de oito gendtipos de sorgo destinados a alimenta¢do humana. A
concentragdo proteica das amostras variou de 8,57 a 11,59%, e os lipidios de 1,24 a 3,07% e os carboidratos
de 57,3 a 64,7%. A fibra alimentar total variou de 9,13% a 15,09%. As farinhas dos genétipos foram
caracterizadas como de granulometria grossa e grao duro, cujos aspectos sdo relevantes para elaborar
produtos alimenticios. Dentre os treze minerais pesquisados, os gendtipos foram considerados como
fonte de ferro, fosforo, magnésio e zinco. Foram determinados os isdbmeros a e y-tocoferol nas amostras
de grios e farinhas dos oito genotipos, sendo predominante o y-tocoferol. Em concluséo, os genétipos de
sorgo destacaram-se como boas fontes de fibra alimentar, ferro, fésforo, magnésio e zinco. Além disso,
os gendtipos de sorgo foram classificados como duros graos, adequado para a elabora¢ao de produtos de
panificagdo.

Palavras-chave. Sorghum bicolor L. Moench, distribui¢iao granulométrica, vitamina E, minerais, valor
nutricional.
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INTRODUCTION

Sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) stands out
as fifth most produced cereal in the world and fourth in
Brazil“2. Sorghum constitutes the major source of proteins,
calories and minerals for millions of people individuals,
principally in Africa and Asia **. However, the human
consumption of sorghum in Brazil is not significant and
its production is destined mainly for animal feeds™>*®.

Carbohydrates under starch form are the main
sorghum macronutrients’, followed by proteins, typically
deficient in the essential amino acids lysine, methionine
and cysteine®. Lipids content are low and they are present
especially under polyunsaturated fatty acids form’. The
mineral and vitamin composition of sorghum are similar
to corn. Potassium and phosphorus are prevalent, as well
as B vitamins complex and fat soluble vitamins A, D, E
and K'» . It is noteworthy that nutrients composition
of sorghum is influenced by its genetics’. In this context,
the Brazilian Agency of Maize and Sorghum Research
(Embrapa Maize and Sorghum, MG, Brazil) is developing
sorghum genetic improvement studies in order to select
genotypes with nutritional quality and technology, aiming
to encourage the use of sorghum in human consumption.

Sorghumisusually consumedasgrainorasflourin
recipes including fermented and unfermented porridges,
bakery products and is also used in the manufacture of
alcoholic beverages'> . Sorghum is a cereal devoid of
gluten, it can replace wheat in bakery products, especially
with the aim of developing food products for individuals
with celiac disease'*. The development of products made
from sorghum of different genotypes, which differ mainly
in grain color and the presence of tannins, result in foods
with high technological and sensory quality> .

Given the potential of sorghum for development
of foods and its great variability in composition due to
plant genetics, justifies the search for genotypes showing
nutritional characteristics suitable for this purpose. The
objective of this study was to evaluate the approximate
composition, size distribution and concentrations
of minerals and vitamin E isomers in eight sorghum
genotypes for human consumption.

MATERIALS AND METHODS
Samples

Eight sorghum genotypes were developed and
provided by Embrapa Maize and Sorghum, Sete Lagoas,
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MG, Brazil: BR 501 and BR 506 (white grains without
tannin), BRS 700 and BR 305 (grain brown with tannin),
BRS 309 (white grains without tannin), BRS 310 (red
grains, without tannin), CMSXS 136 (white grains
without tannin), BR 007 (red grains, without tannins).
The planting of sorghum was conducted using techniques
of crop cultivation, where the spacing between rows was
0.70 m with a mean density of 140,000 plants per hectare.
Crop fertilization was 350 kg ha! of the formula 08-28-16
+ 0.5% Zn. Fertilization was 100 kg.ha of urea applied
40 days after germination. Planting was done in Sete
Lagoas, MG, Brazil, in February 20009.

Preparation and size distribution of the sorghum
flours

Sorghum grains were manually selected and
subjected to sieving for removal of dirt and impurities.
To prepare the integral sorghum flours, the grains were
crushed with pericarp in a knives mill (CW Brasender,
Dusburg, Germany) with a number zero sieve.

To determine flour distribution size of the
sorghum genotypes, 100 g of each flour sample were
sieved, in duplicate, for 10 minutes in vibratory sieves
with mesh openings of 0.84, 0.42,0.25,0.21,0.17 and 0.14
pm. The amounts retained on each sieve were weighed
and expressed in percentages.

Approximate composition

Determination of moisture, protein, lipids and
ash content of flour from the eight sorghum genotypes
was conducted in triplicate according to the methodology
recommended by AOAC'. The determination of soluble
and insoluble dietary fiber was performed in accordance
with the enzymatic gravimetric method'e. Total dietary
fiber was obtained by summing the soluble and insoluble
dietary fiber. The carbohydrate content was calculated by
difference using the equation: 100 - (moisture + protein +
lipid + ash + dietary fiber). The caloric value of the flour
was calculated using the Atwater conversion factors: 9
kcal per gram of lipid, 4 kcal per gram of carbohydrate
and 4 calories per gram of protein.

Quantification of minerals

The content of aluminum, cadmium, calcium,
lead, copper, chromium, sulfur, iron, phosphorus,
magnesium, manganese, nickel and zinc were performed
in triplicate. The minerals content was analyzed by
acid digestion method with a nitropercloric mixture
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in a block digester and analyzed by atomic emission
spectrophotometry with argon inductively coupled
plasma (model “OPTIMA 3300 DV”, Perkin Elmer
brand) under the conditions of 1,300 W, cooling airflow
of 15 L/min, auxiliary air flow rate of 0.7 L.min", carrier
gas flow rate 0.5 L.min", sample speed introduction of
1.5 mL.min", observation height of 15 mm and use of a
Meinhard nebulizer"’.

Quantification of vitamin E

Occurrence and content of the eight vitamin
E isomers (a, B, y and § tocopherols and a, B, y and 6
tocotrienol) was investigated in grains and flours of the
genotypes. The vitamin E quantification was performed in
both the grains and flours of the genotypes, to investigate
the content and behavior of the vitamin before and after
processing.

The vitamin E extraction was performed
in triplicate as performed by Guinaz et al.'® with
modifications, using a solvent mixture composed by
hexane and ethyl acetate at a ratio of 85:15, v/v. The
analysis of the vitamin E isomers was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) utilizing
the chromatographic conditions used by Guinaz et al.'®.

The total vitamin E content was calculated as the
sum of its isomers identified in sorghum flour, and the
results expressed in pg.100g™ fresh matter.

Nutritional value of the sorghum genotypes

The content of minerals, dietary fiber and vitamin
E in sorghum flour were compared to Dietary Reference
Intakes — DRI using the averages recommended for
both genders and aged between 19 to 70 years. The
references values of Adequate Intake (AI) were used to
calcium, manganese and dietary fiber content and the
Recommended Dietary Allowance (RDA) was used to the
other minerals and vitamin E. The sorghum genotypes
were considered sources of minerals, dietary fiber and
vitamin E whether nutrients contents were greater than
5% of the specific recommended average of each mineral,
as proposed by Philippi®.

Statistical analysis

Approximate compositions content were expressed
as mean content and the minerals and vitamin E content
were expressed as the mean and standard deviation.

The in differences at minerals and vitamins
content of the sorghum genotypes was analyzed by

variance analysis (ANOVA) followed by the Tukey
test, with 5% of probability. For the differences in
concentration between total vitamin E and vitamin E
isomers in the sorghum grains and flours, the student
t-test was used with a significance level of 5%.

RESULTS AND DISCUSSION

Sorghum flour size distribution

The greatest percentage of flour was retained
on the sieve with a mesh size of 0.42 pm, featuring it
as granulometric coarse flour, durum grain, similar to
the integral corn flour (Figure 1). This fact is important
because the size distribution of raw material is a relevant
aspect in the development of food products®. The
sorghum flour presented granulometric features suitable
for making different types of biscuits and pasta, and can
be further refined to produce bread and cakes.
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Figure 1. Particle size distribution of flour from eight sorghum geno-
types for human consumption

Approximate composition

Protein concentration ranged from 8.6% (BR
700) to 11.9% (BRS 309). However, Antunes et al. %
obtained a greater variation in proteins (9.9 to 18.0%)
among genotypes BR 501, BR 506 and BRS 305, also
investigated in this study. The lipid content ranged from
1.2% (CMSXS 136) to 3.1% (BR 501), agreeing with the
results of Antunes et al. >> and Ragaee et al.”>. However,
Mehmood et al.’ showed higher lipid concentrations,
ranging from 5.0 to 8.2% (Table 1).

Carbohydrates corresponded to the main
macronutrient in the sorghum genotypes, ranging from
57.3% in the genotype BR 506 to 64.7% in BR 700 (Table
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Table 1. Approximate composition of eight sorghum genotypes, intended for human consumption (g.100g")

Nutrient Genotype
BR 501 BR 007B BRS 310 CMSXS 136 BRS 309 BRS 305 BR 506 BR 700

Protein 9.91+0.16° 10.31 £0.13>* 11.59 +0.14® 10.99 + 0.79% 11.97 +0.15* 10.11 £0.17¢ 11.43 + .14%*¢ 8.57 +0.17¢
Lipids 3,07+ 0.04* 2,33+0.03¢ 2.61+ 0.07° 1.24 + 0.03¢ 2.48 +0.15>  2.60 + 0.08" 2.36 +0.01% 1.94 +0.12¢
Carbohydrates 62.74 64.48 61.81 64.59 63.76 62.09 57.30 64.70
Soluble Fiber 0.17 0.29 0.70 0.28 0.88 0.15 0.63 0.83
Insoluble Fiber 11.01 9.23 9.01 8.85 8.30 11.28 14.46 10.85
Total Fiber 11.18 9.52 9.71 9.13 9.18 11.43 15.09 11.68
Ash 1.51 £0.02>  1.46 +0.04° 1.43 £ 0.07° 1.49 £ 0.07° 1.36 + 0.05° 1.32 £ 0.06" 1.93 £ 0.07* 1.23 +0.00°
Moisture 11.59 +0.20¢ 11.90 + 0.09> 12.85+ 0.11* 12.56+0.35*° 11.25+0.07¢ 12.45+0.03®® 11.89 +0.18>¢ 11.88 +0.12"
Kcal.g! 318.23 320.13 317.09 313.48 325.24 312.20 296.16 310.54
Means followed by the same letters in the same rows do not differ by Tukey test (p < 0.05).
Table 2. Concentration of minerals in the flour produced from eight genotypes of sorghum for human foods (mg.100g™"

Minerals Genotypes

BR 501 BR 007B BRS 310 CMSXS 136 BRS 309 BRS 305 BR 506 BR 700

Aluminum nd nd nd nd nd nd nd nd

Cadmus nd nd nd nd nd nd nd nd

Calcium 13.38% + 3.51 12.55% + 3.34 8.49* +1.35 5.59" + 0.37 7.87° +0.05 8.65" + 3.71 19.55* £ 5.06 7.31° +3.16
Lead nd nd nd nd nd nd nd nd

Copper 0.65® +0.25 0.34°+ 0.02 0.37°+ 0.04 0.40° + 0.06 0.48* +0.30 0.33°+0.08 1.01°+ 0.26 0.49% + 0.08
Chrome nd nd nd nd nd nd nd nd

Sulfur 77.42*+12.13 85.62*+ 3.73 77.24*+ 7.52 70.32*+ 13.03 66.97°+ 17.76 79.78*+9.04 100.85*+ 26.23 75.43*+ 16.95
Iron 1.28* +0.33 1.08>+0.18 0.81° £ 0.15 0.95"+ 0.05 0.47° + 0.45 1.15°+ 0.53 5.87°+ 3.34 1.49% +0.48
Phosphorus  250.33® +17.28 217.13*+16.71 187.74*+8.17 202.52°+ 64.13 204.55"+28.87 179.59°+22.30 278.48*+28.36 222.63" +23.86
Magnesium 122.32® +16.72 97.16" + 10.34 79.02 + 6.75 85.57°+18.11 99.93® +26.50 85.58"+ 17.47 147.84*+18.04 104.77* +11.77
Manganese nd nd nd nd nd nd 0.06 +0.11 nd

Nickel nd nd nd nd nd nd nd nd

Zinc 1.85*+ 0.79 1.50*+ 0.10 1.514+0.24 1.34*+ 0.79 1.544+ 0.50 1.43*+ 0.29 2.7°+£0.70 1.322+ 0.57

Means followed by the same letters in the same rows do not differ by Tukey test (p <0.05)

nd = Not detected.

1). These concentrations were higher than those checked
by Ragaee et al. (46.69%).”

The total dietary fiber content ranged from 9.1%
for genotype CMSXS 136 to 15.1% for BR 506. Antunes
et al.*? demonstrated lower concentrations of crude fiber
in sorghum genotypes. However, this may be due to the
limitation of the method used by the authors*. Soluble
dietary fiber content ranged from 0.15% for genotype
BRS 305 to 0.88% for BRS 309. The insoluble fiber ranged
from 8.3% in genotype BRS 309 to 14.5% in BR 506. The
insoluble fraction content was greater than the soluble
ones. Higher values of total, soluble and insoluble dietary
fiber were reported by Ragaee et al. % (Table 1).

Ash content in the samples ranged from 1.2%
for the genotype BR 700 to 1.9% for BR 506 (Table 1).
Antunes et al. % showed ash concentrations up to 2.2%.

The approximate composition of sorghum
genotypes, compared to commercial wheat flour,
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presented, on average, lower concentrations of protein,
carbohydrate and energy and higher lipid and ash
levels*. When it was compared to corn flour, sorghum
presented lower concentrations of lipids, higher levels of
carbohydrates and ash, and similar values for protein *.

Minerals

The analyzed heavy metals (aluminum, cadmium,
lead, chromium and nickel) were not detected in any
studied genotype. This result confirm the safety of this
cereal in regards to potentially toxic minerals®’. The heavy
metals absence in grains can be explained by the fact that
their concentration varies in different plants tissues and
generally the grains contain lower concentration than the
vegetative parts®®. Except manganese, which was verified
only in the genotype BR 506, the other analyzed minerals
(calcium, copper, sulfur, iron, phosphorus, magnesium
and zinc) were detected in all genotypes (Table 2).
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Figure 2. Analysis by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) of tocopherols in sorghum flour. Chromatographic conditions:
mobile phase — hexane: isopropanol (99.6:0.4), with pH adjusted to 2.5 with glacial acetic acid;-LiChrosorb column) fluorescence detector-
-chromatography (Si60 Phenomenex 250 x 4 mm, 5 (290 nm excitation and 330 nm emission), mobile phase flow: 1.0 mL.min", injection
volume: 50 pL. a-T: a-tocopherol, y-T: y-tocopherol
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Table 3. Concentration of a-tocopherol, y-tocopherol and total vitamin E (pg.100g™") in the grain and flour of eight different sorghum genotypes

Genotypes
Sorghum Vitamin E
BR 501 BR 007B BRS 310 CMSXS 136 BRS 309 BRS 305 BR 506 BR 700
136.79% +  162.66* + 133.87% + 83.91¢+ 167.95* = 109.13%  119.68® + 84.34" +
a -tocopherol
19.48* 26.16* 18.65 31.13 19.99 +15.77 20.35 3.28*
A 244.62* + 184.22* + 321.93* + 172.33* + 236.49*+ 270.61*+ 202.69*+ 163.35*+
Grains y -tocopherol
20.78 149.86 20.75 69.98 17.50 20.00 46.18 40.63
. . 381.40* + 346.88* + 455.81* + 256.24* + 404.44* + 379.73*+ 322.37°+ 247.68*+
Vitamin E Total
40.26 176.02 39.40 100.80 37.47 35.76 66.52 43.89
83.62* + 70.88* + 136.57* + 94.20% + 122.44* + 85.64*+ 94.86* + 60.66* +
a -tocopherol
11.38* 5.72* 78.83 15.63 25.52 7.12 20.25 6.32%
Fl . herol 147.33* + 149.87* + 250.40* £ 223.18* + 224.64* £ 236.56*+ 206.48*°+ 168.56* +
our -tocophero
Y -tocop 68.31 35.71 100.12 17.16 3057 4637 5214 17.03
) ) 230,96* + 220,75* + 386,97* + 317,37* 347,08* + 322,20+ 301,34+ 229,22* +
Vitamin E Total
79,69 41,43 178,94 32,77 56,08 53,49 72,38 23,34

Values represent the average of three repetitions. Means in the same row followed by same letter do not differ at 5% probability by the Tukey test.
* Significant at 5% probability by the Student’s t-test for comparisons of the same isomer of the grain and flour.

The BR 506 genotype showed higher contents
of copper, iron, phosphorus and magnesium compared
to the genotypes BRS 305, BRS 310 and CMSXS 136 (p
> 0.05), and did not differ from genotypes BR 501 and
BR 700 (p > 0.05). Sulfur and zinc content did not differ
among the eight genotypes (p > 0.05).

In an studies performed by Ragaee et al. * the
contents of phosphorus, magnesium, calcium, copper
and zinc (34.99, 18.77, 2.73, 0.02 and 0.31 mg.100g",
respectively) were lower than the concentrations
obtained in this study. The iron content was similar
(1.06 mg.100g"') and manganese was higher (0.12
mg.100g™).

Vitamin E

The a and y-tocopherol isomers were analyzed
in grain and flours. However, the y-tocopherol isomer
was predominant in all samples. The chromatographic
conditions used presented good resolution of a and
y-tocopherol, which allowed the safe quantification of
these isomers in the samples (Figure 2). Retention times
of a-tocopherol and y-tocopherol in the grains and flours
of sorghum were approximately 5.8 and 13.5 minutes,
respectively. Analyses were performed on the grain and
sorghum flour in order to verify whether processing
would affect the concentration of this nutrient. The
concentrations of a-tocopherol, y-tocopherol and total
vitamin E are presented in Table 3.

In grains, the a-tocopherol concentration ranged
from 83.9 pg.100g" in genotype CMSXS 136 to 167.9
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ng.100g! in BRS 309 (Table 3). The concentrations of
total vitamin E and y-tocopherol did not differ between
the studied genotypes (p>0.05). For a-tocopherol,
genotype CMSXS 136 presented a lower concentration,
and did not statistically differ from BRS 305 and BR 700
(p> 0.05) (Table 3).

In the flours, the total concentration of vitamin
E ranged from 220.7ug.100g™ for the genotype BR 007B
to 386.9ug.100g™" for BRS 310. There was no difference in
levels of total vitamin E and a and y-tocopherol isomers
(p > 0.05) of the eight genotypes studies (Table 3).

There was also no difference in the concentrations
of y-tocopherol and total vitamin E among grains and
flours of the sorghum genotypes (p > 0.05). However, the
concentration of a-tocopherol in the grains was higher
in genotype BR 007B, BR 700 and BR 501 (p > 0.05). The
a-tocopherol decreased in the flour of genotype BR 007B
was 56.4%; for BR 700 this values was 8.3% and for BR
501 was 40%. This reduction may be relevant since the
a-tocopherol isomer has the highest in vivo biopotency.
This is because its plasma concentration is maintained at
significant levels in the body, while the other absorbed
compounds are almost completely excreted ».

Nutritional value of sorghum genotypes

Comparing the dietary fiber content of
sorghum genopytes with the recommended values, it
was demonstrated that 100 g of flour may contribute
approximately 30 to 50% of the RDA (genotypes CMSXS
136 and BR 506, respectively). This genopytes may be
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considered as an excellent source of dietary fiber and
show the potential of this cereal for use in the prevention
of chronic diseases and also in the regulation of intestinal
function®. Along with dietary fiber, sorghum contains
elevated phenolic compounds concentrations and other
components that may also help to prevent chronic
diseases.

All sorghum genotypes were considered sources
of iron, phosphorus, magnesium and zinc, except for
iron in genotype BRS 309. In relation to the vitamin E
content, all genotypes presented low concentrations and
cannot be classified as a source of this nutrient".

CONCLUSION

The studied sorghum genotypes stood out as good
sources of dietary fiber, iron, phosphorus, magnesium
and zinc. Further, sorghum genotypes were classified as
durum grain, suitable for elaboration of bakery products.

Further studies will be useful to increase
knowledge on the approximate composition of
these genotypes, including those related to phenolic
compounds, flavonoids and anthocyanins, aiming to
explore the functional potential of sorghum.
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RESUMO

Foi validada uma metodologia de analise de multirresiduos para determinar inseticidas organofosforados
clorpirifés, dimetoato, etiona, etoprofods, parationa-metilica e pirimifés-metilico em amostras de alface,
banana e tomate por cromatografia gasosa com detector termionico especifico. Foram realizados ensaios
com curvas de solventes e de matriz em amostras brancas e adicionadas de padrdes dos analitos. A
linearidade da técnica foi obtida na faixa de 12 a 92 ng.mL". Comprovou-se o efeito de matriz para a
maioria dos analitos e matrizes estudados, com exce¢do de dimetoato em alface e clorpirifés em banana.
As médias de recuperagio, na faixa de quantificagdo, variaram de 81% a 104%. A metodologia apresentou
precisdo aceitavel, com desvios padrio relativos, sob as condi¢oes de repetitibilidade de 4,7% a 14,3%
e precisao intermedidria de 5,7% a 21,4%. Os limites de detec¢io e quantificacdo experimentais foram,
respectivamente, de 5,0 pg.kg’ e de 8,0 ug.kg'. Os limites de decisdo de 6,7 a 5,2 mg.kg" e capacidades
de detecgdo de 11,3 a 5,5 mg.kg’ foram estimados. Das 309 amostras coletadas e analisadas no estado de
Minas Gerais, 18,4% apresentaram residuos de organofosforados, dos quais 17,2% estavam em desacordo
com a legislagdo vigente.

Palavras-chave. validagdo intralaboratorial, residuos de organofosforados, cromatografia gasosa, analise
de alimentos, ocorréncia.

ABSTRACT

A multi-residue analysis methodology was validated for determinining the organophosphorus compounds
chlorfenvinphos, chlorpyrifos, dichlorvos, dimethoate, ethion, ethoprophos, parathion-methyl and
pirimiphos-methyl in lettuce, banana and tomato samples by using gas chromatography using thermionic
specific detection. Experiments using solvent and matrix-matched calibration curves, blanks and spiked
samples were performed. The methodology linearity ranged from 12 to 92 ng.mL". Matrix effect was
proved to the majority of the investigated analytes and matrices, excepting dimethoate in lettuce and
chorpyrifos in banana. The recovery averages, at the quantification range, varied from 81 to 104 %. The
technique showed the acceptable precision with relative standard deviations under repetitivity conditions
from 4.7 to 14.3 %, and the intermediary precision from 5.7 to 21.4 %. The detection and quantification
limits were 5.0 pg.kg! and 8.0 pug.kg™, respectively. Decision limits from 6.7 to 5.2 mg.kg” and detection
capabilities from 11.3 to 5.5 mg.kg™” were estimated. Of 309 analyzed samples, collected from the state of
Minas Gerais, 18.4 % showed organophosphorus residues, being 17.2 % in disagreement with legislation
in force.

Keywords. in-house validation, organophosphorus residues, gas chromatography, food analysis,
occurrence.
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INTRODUCAO

A utilizagdo dos agrotéxicos na agricultura
iniciou-se na década de 1920, época em que eram pouco
conhecidos do ponto de vista toxicoldgico. Durante a
Segunda Guerra Mundial, foram utilizados como arma
quimica, tendo seu uso se expandido enormemente a
partir de entdo, chegando a produgao industrial mundial
aatingir dois milhoes de toneladas de agrotdxicos por ano.
No Brasil, foram primeiramente utilizados em programas
de sadde publica, no combate a vetores e controle de
parasitas, passando a ser utilizados mais intensivamente
na agricultura a partir da década de 1960'.

O aumento da produgido de alimentos nos
paises desenvolvidos, e em grande parte dos paises em
desenvolvimento, se deve & modernizacdo das praticas
agricolas, incluindo a mecanizagao, a utilizagdo de
variedades melhoradas, de fertilizantes e agrotdxicos®
A maior utilizacdo dos agrotdxicos é na agricultura,
especialmente nos sistemas de monocultura, em grandes
extensoes. Estes sdo também utilizados em saide publica,
na eliminagdo e controle de vetores transmissores de
doengas endémicas. E, ainda, no tratamento de madeira
para construgdo, no armazenamento de graos a sementes,
na producao de flores, para combate a piolhos e outros
parasitas, na pecudria’.

Segundo dados fornecidos pelo Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Defesa Agricola (Sindag),
em 2009, o Brasil consumiu o equivalente a US$ 6,6 bilhdes
em agrotoxicos. Deste valor, o mercado de herbicidas
representou 38% (USS$ 2,5 bilhdes), seguido por inseticidas
e acaricidas com 31% (US$ 2,1 bilhoes), fungicidas com
27% (US$ 1,8 bilhdes) e outros com 4 % (US$ 0,3 bilhoes).
O emprego de agrotdxicos nos estados do Mato Grosso,
S3do Paulo, Parand, Rio Grande do Sul, Goids e Minas
Gerais representa 79% do total utilizado no pais’.

No programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), foram analisados
residuos de agrotoxicos em 206 amostras de maga e 169
amostras de mamao, da safra 2009/2010. As porcentagens
de amostras com irregularidades foram de 4,37% e
10,65% para maca e mamdio, respectivamente’. No
ambito do Programa Nacional de Analise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foram analisadas,
em 2009, 3.130 amostras de 20 culturas, das quais 907
(29 %) foram consideradas insatisfatérias. A avaliacdo
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das irregularidades observadas permitiu concluir que
o maior problema no Brasil, no tocante aos niveis de
residuos de agrotdxicos, ndo esta na forma de aplicagdo
dos produtos e, sim, na utilizagdo de agrotéxicos nao
autorizados para as culturas analisadas®.

Dentre os agrotdxicos utilizados na agricultura,
merecem destaque os inseticidas organofosforados (OF),
ésteres do acido fosférico com diferentes substituintes®.
Os inseticidas OF estdo entre os agrotoxicos mais
utilizados no mundo atualmente e sdo bastante utilizados
na producao agricola e horticultura no Brasil’.

A preocupagio publica com o excesso de residuos
de agrotoxicos ganhou relevancia na ultima década.
Uma determinagdo exata dos residuos de agrotdxicos
em frutas, vegetais e matrizes relacionadas é certamente
necessaria e de grande importancia®. Assim, a obtengdo
de dados analiticos comparéveis e confiaveis é essencial
tanto no contexto de programas de monitoramento de
niveis de residuos em alimentos para protecdo da saude
publica quanto para a eliminagao de barreiras técnicas
nas relagdes comerciais entre paises.

Normas nacionais e internacionais de sistemas de
gestdo da qualidade destacam a importancia da validagao
de métodos analiticos para a obtencdo de resultados
confidveis e adequados ao uso pretendido’. Dados
analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes
equivocadas e a prejuizos irreparaveis. Entdo, para
assegurar que um método analitico fornega informagdes
confidveis com interpretacdes corretas sobre a adequa¢ao
de amostras, ele deve passar por uma avaliacdo
denominada valida¢do'’. Mesmo que o método analitico
ja tenha sido objeto de um estudo colaborativo, ainda
assim, o analista deve valida-lo no seu laboratério por
meio de teste de recuperacio e avaliacdo da linearidade,
sensibilidade, seletividade, exatidio, precisio, limites de
deteccdo e quantificagdo!"'%.

Diante do uso consideravel de OF na agricultura
brasileira, da toxicidade deste grupo de compostos e da
necessidade de métodos devidamente validados para
subsidiar acdes de promogdo da satde relativas a este
escopo analitico, o presente trabalho foi desenvolvido
com objetivos de validar um método para determinagdo
de inseticidas OF clorpirifds, dimetoato, etiona,
etoprofds, parationa-metilica e pirimifés-metilico em
alface, banana e tomate por cromatografia gasosa (CG)
com detector termidnico especifico e aplicar o método
validado para monitoramento dos niveis de residuos de
OF em horticolas produzidas em Minas Gerais.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos de valida¢do e avaliagdo da
ocorréncia foram conduzidos nas dependéncias do
Laboratério de Analise de Residuos e Agrotdxicos
(LARA) do Laboratério de Quimica Agropecudria
(LQA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), em
Contagem, MG, Brasil.

Reagentes e padroes

Acetato de etila e diclorometano grau para analise
de residuos (par) foram obtidos da MercK (Darmstadt,
Alemanha). Acetona grau para analise (pa) foi da Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil). Acetona PAR e n-hexano PAR
foram adquiridas da Tédia (Fairfield, OH, EUA), sulfato
de sédio anidro PA foi da Spectrum (New Jersey, EUA).
Os padroes analiticos de agrotoxicos OF (clorpirifds,
dimetoato, etiona, etoprofds, parationa-metilica e
pirimifés-metilico) foram fornecidos por Ehrenstorfer
(Augsburg, Alemanha).

Método de ensaio

O método validado e utilizado para andlise de
residuos de inseticidas OF foi o método de multirresiduos
descrito por Netherlands*?.

A extragao de 15 g (balanca analitica Gehaka
modelo HR-200) das amostras trituradas foi realizada
em homogeneizador do tipo ultra turrax (Marconi
modelo modelo MA102E) com acetona, sulfato de sddio
e, em seguida, com solugdo de diclorometano:n-hexano
(1:1, v/v). Apods a extracio, foi realizada uma filtragdo
com auxilio de uma bomba de vicuo (Marconi modelo
MAO057). O eluato obtido foi evaporado em evaporador
rotatorio (Biichi modelo W240N), sendo o residuo
retomado em acetato de etila e injetado no equipamento
de CG.

Na andlise de residuos de OF, foi utilizado um
CG da marca Varian, modelo CP3800, equipado com
amostrador automético modelo CP8200, detector
nitrogénio e foésforo (DNF), detector fotométrico de
chama pulsado (DFCP) e colunas cromatograficas
capilares CP-Sil 19CB (14% cianopropil-fenil e 86%
dimetilsilano, com 30 m de comprimento, 0,32 mm
de didmetro externo, 0,25 mm de diAmetro interno e
espessura do filme de 0,25 um). O DFCP foi utilizado
para confirmacao dos inseticidas OF analisados.

Amostras para a validagao

As amostras-branco de alfaces, bananas e tomates
foram adquiridas diretamente de produtores e de lojas
que revendem produtos organicos certificados em Belo
Horizonte (MG).

Asamostras foram trituradas (triturador Skymsen
modelo CR-4L) e homogeneizadas, acondicionadas em
sacos plasticos devidamente identificados e armazenadas
sob congelamento entre -14 °C e -25 °C, até o momento
dos ensaios.

Valida¢ao do método de ensaio

Os parametros seletividade, linearidade, efeito
do dia, efeito de matriz, exatiddo, precisdo, limite de
detec¢do (LD), limite de quantificacao (LQ), limite de
decisdao (CCa) e a capacidade de deteccao (CCP) foram
estabelecidos em ensaios com solu¢des padrao, amostras-
branco e amostras-branco adicionadas de padrdo dos
analitos'’. A adequacdo para uso do método foi avaliada
em fun¢ido dos pardmetros estudados e respectivos
critérios de aceitabilidade definidos.

Para verificacdo da seletividade foram observadas
as resolucdes dos picos, a capacidade do método de
detectar e quantificar os organofosforados testados e a
auséncia de interferentes nos tempos de retencao dos
analitos.

A linearidade dos métodos foi avaliada conforme
procedimentodescritoporSouzaeJunqueira'®. Aavaliacao
do efeito do dia foi baseada nas curvas de calibracio,
empregadas para os estudos de linearidade, obtidas em
trés dias diferentes. As estimativas das inclinacdes e das
intersecdes das curvas foram comparadas pelo teste de t'¢
aplicado a dois contrastes ortogonais.

O efeito de matriz foi verificado pelo método de
adicdo de padrao em duas curvas de calibragdo paralelas,
nas mesmas concentragdes do analito, uma preparada
com o solvente e outra com extratos de amostras-branco
das matrizes estudadas. As curvas foram avaliadas como
no estudo da linearidade e a interferéncia da matriz foi
investigada pela comparagao das inclinagoes e intersegdes
das curvas, pelo teste de #'°.

Para os estudos de exatidio (recuperacio)
e precisio em condicbes de repetibilidade e
reprodutibilidade parcial, foram preparadas amostras
adicionadas de padrdo dos analitos, em cinco niveis
de concentracdo, na faixa da curva de calibracio.
Para cada nivel de concentragio estudado, doze
replicatas verdadeiras e independentes foram divididas
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em quatro lotes de trés replicatas, sendo cada lote
analisado independentemente, em diferentes dias, por
diferentes analistas, simulando condi¢oes de precisio
intermediaria'. Os valores adotados como referéncia
para avaliagdo da recuperagdo foram os estabelecidos
pela European Commission'”. Os valores de referéncia
para a precisdo intermediaria foram os obtidos pelas
equagdes de Horwitz'® ou de Thompson'’, em fungio da
concentra¢do do analito, sendo adotado 2/3 dos valores
de referéncia para avaliagdo da precisio em condig¢des de
repetibilidade®.

Olimitede quantificagdo foiamenor concentragio
na qual o método pode operar com precisdo e exatidao
aceitaveis. O limite de detecgao foi a concentragdo mais
baixa do analito detectada, mas nao necessariamente
quantificada, diferente de zero (sinal/ruido * 3)*.

O limite de decisdo e a capacidade de detecgdo
foram estimados de acordo com Van Loco e Beernaert*.

Estudo da ocorréncia de residuos dos inseticidas em
horticolas de Minas Gerais

As andlises foram conduzidas no periodo de
fevereiro a dezembro de 2010. Foram coletadas 307
amostras de hortifruticolas, sendo 10 de alface, 52 de
banana, 6 de batata, 16 de cenoura, 14 de chuchu, 14 de
jil6, 59 de morango, 12 de pepino, 15 de pimentao e 111
de tomate.

A amostra de 44 municipios do estado de Minas
Gerais, seguindo o procedimento do Codex Alimentarius®:
Alfredo Vasconcelos, Araguari, Arapua, Barbacena,
Bom Repouso, Caeté, Cajuri, Capim Branco, Carandai,
Caratinga, Carmo do Cajuru, Coimbra, Curvelo, Estiva,
Gouveia, Igarapé, Jaboticatubas, Jaiba, Jequitiba, Lagoa
Formosa, Maravilhas, Nova Ponte, Nova Unido, Onga
do Pitangui, Paracatu, Paraopeba, Patrocinio, Piedade de
Caratinga, Pimenta, Pirapora, Pouso Alegre, Rio Manso, Rio
Paranaiba, Sabard, Sacramento, Santa Rita de Minas, Santo
Antonio da Serra, Sdo Joaquim de Bicas, Sdo José da Lapa,
Sete Lagoas, Tedfilo Otoni, Uberaba, Unai e Vespasiano.

Os ingredientes ativos analisados foram: acefato,
azinfos etilico, azinfds-metilico, clorfenvinfds, clorpirifds,
clorpirifés-metilico, diazinona, diclorvds, dimetoato,
dissulfotom, etiona, etoprofds, etrinfés, fenitrotiona,
fentoato, forato, malationa, metamidofds, metidationa,
mevinfés, monocrotofds, parationa-etilica, parationa-
metilica, pirimifés-metilico, profenofés, perbufés e
triazofés. As analises foram conduzidas empregando o
método validado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Escolha de matrizes representativas

A selecdo das matrizes representativas para a
validacéo foi baseada no Codex Alimentarius®. Foram
escolhidos: a alface (elevado conteido de agua e
clorofila), a banana (elevado contetido de agucar) e o
tomate (elevado contetido de dgua e contetido escasso ou
auséncia de clorofila). Além disso, também foi levado em
consideragdo o fato de estas culturas serem expressivas
no estado de Minas Gerais.

Seletividade

Cromatogramas obtidos das solu¢des padrao de
OF amostras-branco e amostras adicionadas encontram-
se representados na Figura 1, indicando seletividade do
método.

Nas amostras-branco analisadas, nido foram
detectados (sinal/ruido < 3) picos cromatograficos nos
tempos de retencio do OF pesquisados. Os perfis dos
cromatogramas obtidos para solugées matriz foram
semelhantes aqueles obtidos para as solu¢des padrio de
organofosfosforados de concentragdes correspondentes.
A resolu¢do dos picos (> 3,2) indicou capacidade do
método em determinar clorpirifés, dimetoato, etiona,
etoprofés, parationa-metilica e pirimifés-metilico sem
interferéncias mutuas.

Linearidade

Os dados dispersos (outliers) detectados pelo
célculo dosresiduos padronizados Jacknife (externamente
estudentizados) foram removidos. Os coeficientes de
correlagio de Ryan-Joiner indicaram que os desvios
da normalidade nao foram significativos com p > 0,05.
A autocorrelagdo dos residuos da regressio nao foi
observada (p > 0,10), visto que as estatisticas de Durbin-
Watson demonstraram independéncia dos mesmos. A
variancia dos erros ao longo dos niveis de concentragdo
estimada pelo teste de Levene modificado também néo foi
significativa (p > 0,05), indicando homoscedasticidade.
Os dados obtidos foram avaliados como bem ajustados
ao modelo linear. Significancia da regressao (p < 0,001)
e desvios de linearidade nao significativos (p > 0,05)
indicaram linearidade na faixa de 12 a 92 ng.mL" para as
trés curvas dos seis OF pesquisados.

O emprego do coeficiente de correlagao ¢é
predominante na avaliagdo da linearidade em métodos
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Figura 1. Cromatogramas tipicos de solugdes pool de padrdes de or-
ganofosforados (a), amostras brancas (b) e solugdes pool de padroes
de organofosforados em solugdo matriz (c). Sendo: (1) etoprofés, (2)
dimetoato, (3) pirimifés-metilico, (4) clorpirifés, (5) parationa-meti-
lica e (6) etiona

Condigdes experimentais: temperatura do forno: 80 °C (espera 1
min), aquecimento de 30 °C.min"! até 200 °C (espera 3 min), aque-
cimento de 15 °C.min™ até 230 °C (espera 6 min), aquecimento de 5
°C.min" até 250 °C (patamar 10 min); tempo total da corrida: 30 min;
modo de injegao: splitless; temperatura do injetor: 230 °C, temperatu-
ra do detector: 300 °C, gas de arraste: hélio, fluxo do gas de arraste: 1,0
mL.min', pressdo: 12,8 psi e volume de amostra injetada: 1 pL.

paradeterminagao de residuos de agrotoxicos. Entretanto,
este coeficiente ndo é adequado para demonstrar a
linearidade'>**.

Um método de microextracio em fase sdlida
por “headspace” em combinagcdo com CG ligado ao
espectrometria de massas (EM) se mostrou eficiente
para a extragdo e quantificagio dos organofosforados
diazinona, fenitrotiona, fentiona, parationa, bromofos-
etilico e etiona em amostras de morango e ameixa. O
método apresentou um coeficiente de correlagdo (r >
0,986) em uma faixa de linearidade de 50 a 500 pg.kg"*.
Em um método de analise de OF por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de
florescéncia e reacao pos-coluna, assumiu-se uma relacao
linear entre a concentrac¢do do analito e a area dos picos
dentro da faixa de 0,016 a 7,0 pg.mL™! com coeficiente de
correlagdo de 0,9995%. Um método multirresiduos para
analise de OF utilizando DNF e captura de elétrons foi
considerado linear com coeficientes da regressao de pelo
menos 0,99%.

Efeito do dia

Nao houve diferencas significativas (p > 0,05)
quando as interse¢des foram comparadas, porém houve
diferenga significativa (p < 0,001) para a inclinagao. Com
base nestes resultados, foi possivel observar que as curvas
de solvente nao forneceram as mesmas respostas nos trés
dias avaliados e, diante disso, novas curvas de padrdes
foram preparadas em cada andlise para quantificagdo dos
residuos de inseticidas organofosforados.

Efeito de matriz

Nas trés matrizes estudadas, as inclinagdes e
interse¢des das curvas de solventes foram comparadas
com aquelas estimadas para as curvas de matriz.
Para alface, nao houve diferenga significativa entre as
intersegdes, com excec¢do do etoprofds (p < 0,05); quanto
a inclina¢ao, ndo houve diferenca para dimetoato (p >
0,05), enquanto os demais agrotdxicos apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05).

Nas matrizes de banana e tomate, nio houve
diferenca significativa para intersegoes (p > 0,05); quanto a
inclinagao, nao houve diferenca para clorpirifos na matriz
de banana, enquanto os demais agrotoxicos apresentaram
diferenga significativa (p < 0,05). Diante disto, foi possivel
verificar que nao ha efeito de matriz para dimetoato
em alface e clorpirifés em banana, enquanto os demais
agrotoxicos apresentaram efeito de matriz.
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Diante destes resultados, foi possivel verificar que
as curvas de solvente ndo fornecem as mesmas respostas
que curvas com extrato de amostras contendo diferentes
OF estudados, nas mesmas faixas de concentracio,
caracterizando efeito de matriz.

Segundo Ambrus®, experiéncias praticas
indicam que o efeito matriz varia de dia para dia durante
o uso regular do método, dependendo das condigdes
do sistema de CG (os injetores on-column induzem
um menor efeito matriz que os injetores split/splitless).
Consequentemente, a medida do efeito de matriz durante
a validagdo do método fornece apenas uma indicaciao
preliminar e este parametro deve ser reavaliado com
uma certa frequéncia. Como alternativa, pode-se usar
calibracdo com adicdo de padrdo para demonstrar se
o extrato branco da matriz disponivel produz efeito
idéntico ao extrato da amostra.

Foram testados os efeitos de matriz por meio
da adigdo de padriao em método de multirresiduos,
utilizando CLAEacopladaa EM. Produtos representativos
foram escolhidos a fim de estudar a influéncia das varias
matrizes. Os niveis de adi¢do avaliados foram de 0,01 a
0,5 mg.kg™'. Os pesquisadores concluiram que, como a
influéncia da matriz pode ser muito variavel de um dia
para o outro, nao é possivel testar somente uma vez o
efeito de matriz e, entdo, usar este resultado para calculos
futuros. Além disso, ndo é possivel usar o efeito da matriz
para um agrotoxico em uma matriz especifica e predizer
o efeito da matriz de outros agrotéxicos na mesma
matriz®.

O efeito de matriz é maior em OF que contém
amidas, sulfonas, e/ou ligagdes P=O (por exemplo,
dimetoato, ometoato, fosmete, dicrotofds, monocrotofods,
malaxona e acefato). Os OF que néo estiverem nestes
grupos possuem menor efeito de matriz (exceto
metamidofds). Os agrotéxicos que tém multiplos de
P=0O ou amidas, tais como dicrotofés, monocrotofds
e ometoato, foram afetados mais significativamente
do que outros agrotoéxicos com somente um unico
P=0O ou amida. Fosmete e carbofentiona foram mais
afetados devido as duas ligagoes =O. A quantidade do
efeito relativo por grupo funcional pode ser observada
comparando os resultados dos compostos com pequenas
diferencas estruturais, tais como o dimetoato-ometoato, o
parationa-paraoxona e o malationa-malaoxona. Terbufds
e os pirazofés deram umas respostas mais elevadas na
matriz em concentracdes mais baixas?’.
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Recuperacao e precisao

As médias de recuperacio e desvios padrido
relativos (DPR), sob condi¢cdes de repetibilidade e
precisao intermediaria, obtidos para amostras de alface,
banana e tomate adicionadas de residuos de OF em niveis
de concentragao entre 8 a 62 pg.kg" estdo demonstrados
na Tabela 1. Médias de recuperagio e desvios aceitaveis
foram atingidos para todos os OF avaliados. Estes
resultados sinalizaram adequada recuperagdo e precisao
do método validado, considerando os critérios de
aceitabilidade determinados.

Um método analitico de multirresiduos para
analise OF e piretréides equipado com colunas narrow-
bore com detectores de captura de elétrons foi otimizado
e validado, apresentando recuperag¢oes em torno de 70%
a 108% com niveis de adi¢do de padrdes de 0,04 a 0,10
mg.kg' para amostras de cenoura, melao e tomate. A
recuperagdo mais baixa foi a de clormefds de 51,5%%.

Médias de recuperacdes entre 70% e 116% foram
obtidas para os niveis de adigao de 0,01 e 0,1 mg.kg™' com
valores associados de DPR < 20 % na maioria dos casos.
As estimativas do desvio padrdo da reprodutibilidade
parcial (DPR,) foram determinadas com base nas
estimativas da incerteza associadas com a recuperacio
média observando valores de DPR*.

Um método multirresiduos para andlise de OF,
utilizando DNF e captura de elétrons, apresentou uma
recuperagdo de 80% a 108% para amostras adicionadas
de uva e vinho*.

Na valida¢do de um método para determinacéo
dos OF diazinona, fenitrotiona, fentiona, quinafds
triazofds, fosalona e pirazofés em frutas e sucos de
frutas, os DPR, para andlises em triplicata, das amostras
fortificadas com 25 pg.kg' de cada OF nao eram
maiores que 8,7%. Os testes de recuperagdo foram
executados para concentragdes entre 25 e 250 pg.kg™.
As recuperagdes médias para cada agrotdxico foram
de 75,9% a 102,6% para o suco e de 70% a 99% para a
fruta, a excec¢do do pirazofds em fruta, com recuperacio
média de 53%*.

Limites de detec¢ao, quantificacdo, decisao e
capacidade de detec¢io

O LD de OF para as trés matrizes estudadas foi
estabelecido como 5 pgkg! visto que foram detectadas
com médias de sinal/ruido > 3 nas amostras adicionadas.
O LQ, correspondente ao menor nivel de concentragao
no quais os experimentos indicaram exatidao e precisao
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Tabela 1. Médias de recuperacéo e desvios padrao relativo, sob condigdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial, obtidos para amostras de
alface, banana e tomate adicionadas de organofosforados em diferentes niveis de concentragao

Ingrediente ativo

Nivel (ug-kg") Estastistica Clorpirifés Dimetoato Etiona Etoprofos Parationa Pirimifos
Alface
MR 92 104 104 87 93 93
8 DPR, 9,4 6,5 12,8 10,4 11,5 10,2
DPR, 10,1 9,5 12,8 17,6 15,4 12,0
MR 91 96 96 94 94 95
35 DPR, 9,7 13,0 14,3 7,2 8,9 8,5
DPR, 9,8 13,0 14,3 7,5 9,3 8,7
MR 93 98 92 93 96 94
62 DPR, 6,2 6,3 11,2 6,6 58 53
DPR, 6,4 7,3 13,1 7,8 6,0 5,7
Banana
MR 96 91 95 95 92 89
8 DPR, 10,0 12,9 8,7 9,3 13,3 9,0
DPR, 10,7 20,6 9,3 13,5 17,8 13,1
MR 92 90 98 90 89 91
40 DPR, 11,8 14,1 9,7 8,4 12,4 11,5
DPR, 11,8 14,5 11,8 14,4 12,4 11,5
MR 88 90 95 90 90 89
62 DPR, 7,4 5,2 5,5 4,7 8,6 7,8
DPR, 13,1 10,9 21,4 10,1 19,4 14,0
Tomate
MR 85 93 81 88 88 83
8 DPR 12,8 13,3 9,9 6,3 8,2 8,8
DPR, 19,3 17,2 20,7 16,9 17,7 17,4
MR 90 94 88 88 93 93
35 DPR, 11,4 10,1 10,8 13,1 11,5 12,9
DPR, 14,7 11,8 16,5 13,8 13,1 16,2
MR 87 85 85 89 86 88
62 DPR, 12,9 12,4 10,2 10,4 10,3 11,0
DPR 12,9 14,7 10,3 10,4 10,3 11,0

R

MR = média de recuperacdo, DPR = desvio padrao relativo de repetitividade, DPR, = desvio padrio relativo da precisdo intermedidria. Critérios
de aceitabilidade para MR: 70% a 110% (para 8 ug.kg™), 80 % a 110 % (para 35, 40 e 62 ug.kg™). Critério de aceitabilidade para DPR: < 14,7%.

Critério de aceitabilidade para DPR,: < 22%.

do método, foi de 8 pug.kg" nas matrizes alface, banana e
tomate.

Os valores de CCa e CCf3 encontrados para os
analitos OF estudados nas diferentes matrizes foi de 6,7
a 5,2 mgkg"' e de 11,3 a 5,5 mg.kg", respectivamente.
O LMR adotado no calculo destes pardmetros foi o
estabelecido na legislagao™.

Um método para a determinacio de OF
(diazinona, fenitrotiona, fentiona, quinalfés, triazofos,
fosalona e pirazofds) em peras e em amostras do suco de
fruta foi desenvolvido e validado. Os LD do método para
matrizes da fruta e do suco de fruta estavam abaixo de 2
ug.kg! para todos os OF*.

Analise de residuos dos inseticidas em hortifruticolas

Das 309 amostras analisadas, 57 apresentaram
residuos de OF, o que significa 18,4% do total, sendo: 1
(10%) amostra de alface, 3 (50%) de batata, 1 (6,25%) de
cenoura, 4 (28,6%) dejild, 8 (13,6%) de morango, 2 (16,7%)
de pepino, 4 (26,7%) de pimentao e 34 (30,6%) de tomate.
Nas amostras de banana e chuchu, nao foram detectados
residuos dos OF (resultados abaixo do LD) (Tabela 2).

Foram consideradas amostras em desacordo com
a legislacdo vigente quando apresentaram presenga de
residuos acima do LMR e residuos de uso ndo autorizado
para a cultura®.

Das amostras que apresentaram residuos,
53 estavam em desacordo com a legislagdo vigente,
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representando 17,2% em relagdo ao total analisado. As
amostras que apresentaram percentuais acima de 20%
de residuos em desacordo, em ordem decrescente, foram
as culturas de tomate, jil6 e pimentdo. Na avaliagdo
dos resultados obtidos, residuos de uso nao autorizado
foram identificados nas culturas de alface, cenoura, jilo,
morango, pepino, pimentao e tomate e residuos acima do
LMR foram identificados nas amostras de tomate. Assim,
nas amostras de tomate, foram detectados residuos de
uso ndo autorizado e acima do LMR.

Tabela 2. Perfil dos resultados obtidos para as amostras analisadas do

estado de Minas Gerais

Numeros de amostras

Matriz Total Nivel < Nivel > Residuos nio
analisado LMR LMR autorizados
Alface 10 - - 1
Banana 52 - - -
Batata 6 3 - -
Cenoura 16 - -
Chuchu 14 - - -
Jilo 14 - - 4
Morango 59 - - 8
Pepino 12 - - 2
Pimentao 15 - - 4
Tomate 111 1 3 30
Total 309 4 3 50

LMR: Limite Maximo de Residuo™®, (-): nao detectado.

Entre as amostras analisadas, o ingrediente ativo
encontrado em uma amostra de alface, foi acefato na
concentragao de 0,54 mg.kg"’, sendo este agrotoxico nao
autorizado para a cultura. Das seis amostras de batata
analisadas, trés apresentaram residuos de clorpirifés nas
concentragoes de: 0,01, 0,02 e 0,10 mg.kg™, abaixo do limite
permitido, que é de 1,0 mg.kg™". Das 16 amostras analisadas
de cenoura, uma apresentou clorpirifés na concentra¢ao
de 0,01 mg.kg?, sendo este ndo autorizado para a cultura.
Para o produto jilo, das 14 amostras analisadas, uma
apresentou clorpirifés na concentragdo de 0,02 mgkg',
duas metamidofds na concentragao de 0,02 e 0,18 mg.kg™
e uma acefato na concentragao de 0,18 mg.kg", todos nao
autorizados para a cultura. Das 12 amostras de pepino
analisadas, uma apresentou clorpirifés e outra acefato,
ambos ndo autorizados para a cultura, na concentra¢ao
de 0,02 mgkg'. Das 15 amostras de pimentdes, trés
apresentaram metamidofds nas concentragdes de 0,05, 0,02
e 0,03 mg.kg' e uma apresentou acefato na concentragio
de 0,04 mg.kg, agrotoxicos nao autorizados para a cultura.
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Nas amostras de morangos, todos os ingredientes
ativos encontrados eram autorizados para a cultura. As
concentragdes de acefato foram de 0,40 e 1,05 mg.kg?,
de clorpirifés 0,01 e 0,04 mg.kg", de metamidofos 0,02,
0,06 e 0,61 mg.kg" e parationa-metilca 0,04, 0,06 e 0,19
mgkg'.

Em monitoramento prévio, realizado em Minas
Gerais em amostras coletadas na Ceasaminas, também
foram encontrados residuos de inseticidas OF ndo
autorizados para a cultura do morango. Em 2003, foram
detectados acefato em 4 amostras e metamidofés em 5
amostras. Em 2004, acefato, clorpirifés, dimetoato e
metamidofds foram detectados em 3, 1, 1 e 4 amostras,
respectivamente®. Das 371 amostras de morango
coletadas em 5 provincias no sudeste da Polonia, 76,1%
nao apresentaram residuos e 23,9% apresentaram
residuos com niveis abaixo do permitido”. Na Turquia,
residuos dos inseticidas OF foram pesquisados em 32
amostras de morangos, sendo que 71,9% apresentaram
residuos e 53,1% excederam o LMR e os ingredientes
ativos encontrados foram diazinona, metidationa,
parationa e clorpirifés. 21 amostras apresentaram
residuos de diclorvos, sendo que 15 excederam o LMR™*.
Deve-se notar que, embora os residuos de parationa
e clorpirifés encontrados nas amostras de morango
de Minas Gerais também tenham sido detectados nas
amostras de morango da Turquia, o tipo de infragao foi
diferente, uma vez que estes agrotoxicos nao sao proibidos
na Turquia para esta cultura. E também que continuam
sendo encontrados residuos de OF nao autorizados.

Para a amostra de tomate, os ingredientes ativos
encontrados variaram de 0,06 a 1,08 mg.kg™ para acefato,
sendo 0,5 mg.kg' o LMR. A concentragao clorpirifés foi
de 0,01 a 0,07 mg.kg" e para metamidofés de 0,04 a 0,14
mg.kg', sendo estes dois ingredientes nao autorizados
para cultura. Foram também encontrados 0,2 mg.kg™' de
fentoato, cujo o LMR ¢ de 0,1 mg.kg" e 0,14 mg.kg' de
profenofés com LMR de 1,0 mg.kg™.

Entre as infragdes constatadas nas amostras
coletadas para analise de OF, o maior numero se deveu
a presencga de produtos nio autorizados para as culturas.
Das 309 amostras coletadas, 16,2% apresentaram
residuos de OF ndo autorizados para a cultura e 1,0%
apresentaram limites acima do permitido.

Os resultados apresentados neste trabalho néo
diferem de outros estudos de monitoramento existentes
no Brasil. Nos resultados de 2009 do PARA, dos 29% de
amostras que estavam em desacordo com a legislagdo,
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23,8% eram de agrotoxicos nao autorizados para a
cultura e 2,8% estavam com niveis acima dos LMR
permitidos®. Em monitoramento realizado em Sao Paulo
com amostras coletadas no periodo de julho de 2009 a
junho de 2010 na Ceagesp, das 450 amostras analisadas,
6% apresentaram residuos de ingredientes ativos nao
registrados para a cultura e 4% acima dos LMR”.

CONCLUSAO

Os parametros de desempenho avaliados
indicaram adequa¢do para uso na analise de residuos
de OF em produtos agricolas, atendendo aos limites
regulamentados pela Anvisa®.

Das 309 amostras analisadas, 18,4% apresentaram
residuos de OF, sendo que 17,2% em desacordo com a
legislagdo vigente. Entre as amostras em desacordo,
94,3% apresentaram residuos de OF nao autorizados
para a cultura e 5,7% apresentaram limites acima do
permitido. Estes resultados sugerem a necessidade de
maior orienta¢iao aos produtores tanto quanto a aplicacao
de agrotoxicos autorizados para as culturas como
sobre a adogdo de boas praticas agricolas no emprego
de doses seguras e do respeito ao periodo de caréncia.
Os resultados deste trabalho sinalizam ainda para uma
necessidade de avaliagdo no processo de registro e
autorizagdo de agrotoxicos para culturas de pequeno
porte (minor crops).
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RESUMO

Bromidrato de fenoterol ¢ um agente agonista adrenérgico B,-seletivo, utilizado para tratamento de
asma e doengas pulmonares cronicas obstrutivas. A metodologia analitica por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) foi desenvolvida e validada para a determinagdo quantitativa de bromidrato
de fenoterol. A condigdo analitica empregada incluiu coluna em fase reversa C (150 mm x 3,9 mm
d.i., 5 um) Thermo’, fase mével composta de mistura de acetonitrila e dgua (30:70, v/v) com 0,1% de
trietilamina e pH ajustado para 5,0 com 4cido féormico, vazao de 1,0 mL.min" e detec¢iao em UV a 276
nm. A faixa de linearidade foi de 0,025 a 0,15 mg.mL"; a curva analitica mostrou coeficiente de correlagao
>0,999. O limite de detecgdo (LD) foi de 0,003 mg.mL" e o limite de quantificagdao de 0,012 mg.mL". A
repetitibilidade da técnica (desvio padrao relativo) foi < 2,0% e a exatiddo revelou média percentual de
recuperagdo de 99,53%. A metodologia proposta ¢ de simples execugdo, rdpida, precisa, exata e sensivel.
As vantagens sobre as demais técnicas sdo baixo custo e poucas condigdes poluentes. Demonstrou, ainda,
simplicidade e resultados confiaveis para ser aplicada no controle de qualidade de produtos farmacéuticos
contendo bromidrato de fenoterol como ingrediente ativo.

Palavras chave. bromidrato de fenoterol, teste de estresse, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
validagdo analitica.

ABSTRACT

Fenoterol hydrobromide is a ,-adrenergic agonist agent used for asthma and chronic obstructive
pulmonary disease treatment. HPLC methodology was developed and validated for quantitative
determination of fenoterol hydrobromide. The methodology was achieved by using a reversed-phase C,
column, (150 mm x 3.9 mm i.d., 5 pm) Thermo. The mobile phase was consisted of acetonitrile: water
(30:70, v/v) with 0,1% triethylamine, pH adjusted to 5.0 with formic acid and flow rate of 1.0 mL.min"
with UV detection at 276 nm. The concentration range was from 0.025 to 0.15 mg.mL", and the correlation
coeflicient of analytical curve was >0.999. The detection limit and the quantifying limit (QL) were 0.003
mg.mL'and 0.012 mg.mL", respectively. Intra- and interday relative standard deviations were <2.0%. The
methodology accuracy showed the percentage mean of 99.53%. The described technique was found to be
simple, rapid, precise, accurate and sensitive; the advantages over the others current methodologies are
the low-cost and low-polluting conditions. Owing to its simplicity and reliable results, this methodology
is suitable to be used in quality control of pharmaceutical drugs containing fenoterol hydrobromide as
active component.

Keywords. fenoterol hydrobromide, stress testing, high performance liquid chromatography,
pharmaceutical drug validation.
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INTRODUCTION

Fenoterol hydrobromide (FEN),
1-(3,5-dihydroxyphenyl)-2-(4-hydroxy-methylphenyla-
mino) ethanol hydrobromide. The molecular formula
as bromide is C H, NO,HBr and its molecular weight
384.3 g.mol". FEN is a direct-acting sympathomimetic
with beta-adrenoceptor stimulant activity largely
selective for beta, receptors (a beta, agonist). It has
actions and uses similar to those of salbutamol and is
used as a bronchodilator in the management of reversible
airways obstruction, as occurs in asthma and in some
patients with chronic obstructive pulmonary disease. On
inhalation, acts within a few minutes and has duration of
action of about three to five hours'. The drug product is
available as a dry powder inhaler in some countries, may
also be given orally for the relief of bronchospasm at a
dose of 2.5 to 5 mg three times daily.

Various analytical methods have been applied
for the determination of FEN in raw material,
pharmaceuticals and biological fluids. These methods
include liquid chromatography?*”’, gas chromatography®,
voltammetry*', fluoro-immunoassay'!, coulometry,
colorimetric-flow injection”, electrophoresis*'® and
spectrophotometry'’.

The aim of this work was to develop and
validate an efficient method using high performance
liquid chromatography and applied to pharmaceutical
preparations marketed in Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and samples

FEN (100 % on a dry basis) was kindly supplied
by Prati-Donaduzzi and was used as a reference standard
without further purification. Acetonitrile (HPLC
grade), triethylamine (analytical grade) and formic acid
(analytical grade) were obtained from Merck. Ultrapure
water was obtained from a Milli-Q Plus apparatus. The
oral solutions (samples A, B and C) containing 5 mg.mL"
FEN were obtained from three different pharmaceutical
companies. Placebos were prepared using EDTA,
sodium chloride, hydrochloride acid (0.01 mole.L"!) and
benzalkonium chloride (pharmaceutical grade).

Equipment and analytical conditions

The method was performed on a chromatographic
system, consisted of a solvent delivery pump model
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305 and 306 (Gilson), an UV-VIS detector model 118
(Gilson), an auto injector fitted with 10 pL loop. A
reversed-phase C, column, (150 mm x 3.9 mm id., 5
pum) Thermo, was used for the separation. The mobile
phase was acetonitrile:water (30:70, v/v) with 0,1%
triethylamine and pH adjusted to 5.0 with formic acid
and was filtered through a 0,45-um filter Millipore
(Millex HV) hydrophilic membrane. The flow rate was
1.0 mL.min". The injection volume was fixed at 10 pL,
and UV detection was at 276 nm. All analyses were at
room temperature and the mobile phase was prepared at
the beginning of the day.

Method validation

The method was validated according to the
International Conference on Harmonization'® and AOAC
International”® guidelines for validation of analytical
methods.

Selectivity and Specificity

The selectivity was assessed by comparing the
chromatograms obtained from excipients (placebo). An
amount of placebo equivalent to sample containing 12.5
mg FEN was used. Ingredients to prepare the placebo
were similar to those presented in the commercial
formulations and in the same ratio. The systems
responses were examined in triplicate for the presence of
interference or overlaps with FEN responses.

Forced degradation studies were performed in
order to provide an indication of specificity of the method.
The chemical oxidation was made with 3% of hydrogen
peroxide, the acid hydrolysis with 1 mole.L ! of hydrochloric
acid, and the alkaline hydrolysis with 1 mole.L" of sodium
hydroxide. All the solutions were heated at 80°C for four
hours. After the degradation treatments, the samples were
allowed to equilibrate to room temperature, neutralized
with acid or base (when necessary), and diluted with
mobile phase (0.075 mg.mL" of FEN). The samples were
analyzed against a freshly prepared control standard
solution (with no degradation treatment).

Linearity

A series of solutions containing FEN from 0.025
to 0.15 mg.mL"' was obtained by appropriate dilutions
of the standard stock solution. Water was used as the
solvent for dilution. The calibration graph was obtained
by plotting mean peak area versus FEN concentrations.
All analyses were performed in triplicate.
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Precision

A stock solution was prepared and stored
refrigerated until use. Standard solutions of FEN
were obtained by dilutions at 0.05 mg.mL" in water.
For quantitative determination in pharmaceuticals,
an amount of sample equivalent to 10 mg of FEN was
used to obtain final sample solutions of 0.06 mg.mL" in
water. On three consecutive days, three and ten separate
aliquots of stock standard and stock sample solutions
were diluted and analyzed. Duplicate determinations
were made with each solution in each day and a mean
response was calculated.

Accuracy

Known amounts of FEN were added to the
samples and analyzed by the proposed method. Three
aliquots of the standard solutions were used to fortify 2.0
mL sample solutions, in three separate volumetric flasks.
The final FEN concentration of these fortified solutions
was 0.100, 0.125 and 0.150 mg.mL"". All solutions were
prepared in triplicate and analyzed.

Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification
(LOQ)

LOD and LOQ for the proposed analytical
method were determined based on standard error and
slope of the analytical curve'®.

Robustness

This parameter was evaluated by variations on
the established chromatography conditions. The mobile
phase composition was increasing and decreasing 1%,
the flow rate was changed in 0,1 mL.min" and the UV
detection was analyzed in 275 an 277 nm. Triplicate
measurements were made for each variation and the RSD
value was calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

To achieve this percentage of mobile phase
it was tested different concentrations of organic and
aqueous phase such as (50:50, v/v, 40:60, v/v and 80:20,
v/v, respectively). A satisfactory separation and peak
symmetry were obtained with mobile phase consisting of
acetonitrile and water (30:70, v/v) with 0.1% triethylamine
and pH adjusted to 5.0 with formic acid. The pH of the
mobile phase was adjusted with formic acid after addition
of triethylamine. pH lower than 3.5 and greater than 7.0

showed poor efficiency and symmetry. Quantitation was
achieved with UV detection at 276 nm on peak area.

Selectivity and specificity

Specificity is the ability of the method to
accurately measure analyte response in the presence of
potential sample components (excipients and degradation
product). All related excipients were used to prepare
placebo sample solutions, which were analyzed by using
the proposed method (Figures 1 and 2). The results were
compared with those obtained for the analysis of the
standard FEN solutions at the same concentration level.
No interference from excipients was observed.

Linearity

The linearity was evaluated by analyzing standard
solutions at six different concentration levels of FEN
ranging from 0.025 to 0.15 mg.mL". The correlation
coefficient was found to be >0.999 indicating excellent
correlation'®. Relevant data on the linearity of the
proposed methods is presented in Table 1.

Table 1. Linear regression and LOD and LOQ data

Statistical parameter HPLC
Concentration range, mg.mL™* 0.025-0.15
Regression equation y =7%7x - 63726
Correlation coefficient (r) 0.9996

LOD, mg.mL"* 0.003

LOQ, mg.m"1 0.012

LOD = Limit of detection; LOQ = Limit of quantification

Precision

The method precision was evaluated by
measuring inter-and intraday repeatability. The intraday
repeatability was evaluated by analyzing a single
concentration of FEN in replicate (ten times) and is
expressed in terms of RSD with the respective confidence
interval. The RSD values were found to be <2.0%,
indicating good intraday repeatability'® (Table 2). The
interday repeatability (reproducibility) was determined
by analyzing sample solutions prepared from the same
stock solution on 3 consecutive days (in triplicate), at
the same concentration level. Interday repeatability is
expressed in terms of RSD values with the respective
confidence intervals. The RSD values were also below
2.0% indicating good reproducibility for the method
(Table 2).
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Figure 1. Representative chromatograms of FEN standard (a), neutral hydrolysis (b), chemical oxidation (c) acid hydrolysis (d) and alka-
line hydrolysis (e). Concentration: 0.075 mg.mL". Chromatographic conditions: Thermo C ; column (150 x 3.9 mm, 5 um); mobile phase:

acetonitrile:water (30:70, v/v) with 0,1% triethylamine and pH adjusted to 5.0 with formic acid; flow rate, 1.0 mL.min", UV detection at 276 nm
and temperature of 20 + 1 °C

Accuracy

Standard additions for fortification and recovery
experiments were used to determine the accuracy of
the proposed method. The accuracy of the method was ~ with the corresponding RSD and confidence interval.
checked at 3 concentration levels, 0.1, 0.125 and 0.15 The mean recovery of FEN was excellent ranged from of
mg.mL". Triplicate analyses were performed with the 97.2% to 101.4%", this data are showed in Table 3.

proposed method and the measurements were made
at each concentration. Accuracy is expressed as the
percentage of standard recovered from the sample matrix
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Figure 2. Representative chromatograms of sample A (a), placebo (b), FEN standard (c) and placebo with FEN standard added (d). Concentra-
tion: 0.1 mg.mL" of FEN. Chromatographic conditions: Thermo C  column (150 x 3.9 mm, 5 um); mobile phase: acetonitrile:water (30:70, v/v)
with 0,1% triethylamine and pH adjusted to 5.0 with formic acid; flow rate, 1.0 mL.min"}, UV detection at 276 nm and temperature of 20 + 1 °C

Table 2. Precision results and statistical data obtained in the proposed ~ Table 3. Results obtained for recovery of FEN added to sample A, B

method and C

HPLC HPLC
Parameter SampleA  SampleB  Sample C Sample Added (pg.mL"') Found (ug.mL')  Recovery, %*
Intraday repeatibility® 50.00 49.93 99.87%
Day 1, mg.mL" 5214008 525+006 501£006 2500 5 16 100.17%
RSD, % 2.00 1.72 175 100.00 97.24 97.24%
Day 2, mg.mL" 5124007 5134007 489+0.06 20.00 P N
RSD, % 1.98 1.93 1.78 B 75.00 74.69 99.58%
Day 3, mg.mL" 5.1940.07 5174007  4.94+0.06 100.00 57 e
RSD, % 1.76 1.80 1.59 50.00 50.69 101.40%
Interday repeatability® C 75.00 74.51 99.36%
Days 1-3, mg.mL"! 5.18+0.04 5.19+£0.04 4.49+0.04 100.00 99.73 99.73%
RSD, % 2.00 1.99 1.96 a = mean of three determinations

n = 10; calculated after statistical treatment by analysis of variance.
® n = 30; calculation based on arithmetic mean.
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Limits of Detection and Quantitation

The limit of detection (LOD) and quantitation
(LOQ) were determined for the proposed method.
The limits were based on the standard deviation of
the response and slope of the curve at the lowest
concentrations'®, The theoretical values obtained for
LOQ were experimentally prepared and cross-checked
by theoretical value. The LOD and LOQ were 0.003 and
0.012 mg.mL", respectively (Table 1).

Stability

The standard of FEN was exposed to extreme
conditions as acid and alkali solutions, oxidizing agents
and temperature. After stress conditions, FEN was mainly
degraded when was exposed to basic hydrolysis, the peak
area was reduced in 45.4% to the standard not stressed
and small unknown peaks were observed before and after
of the FEN. In the exposure to chemical oxidation, the
absorbance also revealed a decrease in 24.1% of the peak
area, and for acid hydrolysis it was reduced in 5.8% in
relation to the FEN standard.

Robustness

Robustness of analytical method is a measure of
its capacity to remain unaffected by small but deliberate
variations in method parameters and provides an
indication of its reliability during normal usage'®. This
search evaluated the robustness under variations on the
mobile phase, UV detection and the flow rate. Triplicate
analyses were made for each variation and the values
obtained showed that the changes with the mobile
phase and UV detection was practically invariable,
ranged from 98 to 102%. For the flow rate the recovery
showed a variation slightly higher, but the method is still
considered robust.

CONCLUSIONS

The proposed method for the determination
of FEN in pharmaceutical formulations showed to be
efficient and sensitive. Chromatographic parameters
such as mobile phase, pH and flow rate can be modified
to control FEN retention time on column. The excipients
of the commercial samples assayed did not interference in
the analysis and the absence of interference demonstrated
the specificity of the method. The proposed method was
found to be simple, rapid, precise, accurate, and sensitive.
Once water was used as the solvent for dilution most of
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the time it is a low-cost and low-polluting method. The
method can be used for routine quality control of FEN
in commercial samples. Factor such as mobile phase pH
and acetonitrile concentrations should be controlled to
obtain adequate resolution and separation.
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RESUMO

Mpycobacterium abscessus subps. bolletii (clone BRA100), entre outras micobactérias de crescimento
rapido (MCR), tem sido isolada como agente etiologico de infecgdes localizadas e sistémicas no Brasil.
Neste estudo, foi avaliada a suscetibilidade de MCR pelo método confirmatdrio para Avaliagio da
Atividade Micobactericida de Desinfetantes frente a produtos a base de glutaraldeido, acido peracético e
ortoftalaldeido. Todos os produtos foram utilizados nas concentra¢des recomendadas pelos fabricantes.
Foram avaliadas cinco cepas clinicas pertencentes ao clone BRA100, juntamente com as cepas de referéncia
M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC 6841 e M. abscessus subps.
bolletii INCQS 00594. Os trés desinfetantes a base de glutaraldeido nao foram eficazes contra M. abscessus
e M. abscessus subps. bolletii. Os desinfetantes a base de dcido peracético demonstraram eficicia para todas
as micobactérias empregadas, embora as cepas do clone BRA100 tenham demonstrado suscetibilidade
reduzida ao acido peracético B. O produto a base de ortoftalaldeido foi eficaz apenas frente a M. chelonae.
Visando a reducdo de infecgdes nosocomiais, sugere-se que seja suspenso o uso de produtos a base de
glutaraldeido como desinfetante de alto nivel para quaisquer finalidades.

Palavras-chave. micobactérias de crescimento rapido, tolerancia a desinfetantes, desinfetantes de alto
nivel, Mycobacterium abscessus subsp. bolletii.

ABSTRACT

Mpycobacterium abscessus subps. bolletii (BRA100 clone), among others rapidly growing mycobacteria
(RGM), has been isolated from patients with localized and systemic infections in Brazil. The aim of this study
was to evaluate the RGM susceptibility to glutaraldehyde-, peracetic acid- and orthophtalaldehyde-based
disinfectants by means of Confirmative Test for Determining Mycobactericidal Activity of Disinfectants.
Five clinical strains belonging to the clone BRA100, and the reference strains M. abscessus ATCC 19977, M.
chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC 6841, M. abscessus subps. bolletii INCQS 00594 were evaluated.
Three glutaraldehyde-based disinfectants were ineffective to M. abscessus and M. abscessus subps. bolletii.
The peracetic acid-based disinfectants showed effectiveness for all evaluated mycobacteria, although
BRA100 isolates evidenced a reduced susceptibility to peracetic acid B. Orthophtalaldehyde-based product
was effective to M. chelonae only. In order to reduce the nosocomial infections, it is suggested to discontinue
the use of glutaraldehyde-based products, as high-level disinfectant, for any purpose whatever.
Keywords. rapidly growing mycobacteria, disinfectant tolerance, high level disinfectant, Mycobacterium
abscessus subps. bolletii.
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INTRODUCAO

As micobactérias pertencem ao  género
Mpycobacterium, existindo atualmente 153 espécies e 11
subespécies com nomes aprovados'.

As  micobactérias  ambientais  (também
chamadas de micobactérias atipicas, micobactérias nao
causadoras de tuberculose ou micobactérias outras
que ndo tuberculosis) sao consideradas oportunistas,
ja que se diferenciam dos membros do complexo
Mpycobacterium tuberculosis (e de M. leprae) pelo fato de
ndo serem patogenos obrigatdrios, sendo encontradas
como saprofitas, comensais e simbiontes. Nesse grupo
de bactérias ambientais, estdo presentes espécies de
crescimento lento (observacdo de colonias apos 7 dias
ou mais de incubagdo) e espécies de crescimento rapido
(quando sdo requeridos menos que 7 dias de incubagéo).

Runyon?, em 1959, classificou as micobactérias
atipicas com base no tempo de crescimento in vitro e
na producdo de pigmentos carotendides em 4 grupos.
Dentre as micobactérias de crescimento lento, no grupo
I, encontram-se as fotocromogénicas, que produzem
pigmento laranja ou amarelo quando expostas a luz;
o grupo II é composto pelas escotocromogénicas
semelhantes ao grupo anterior; porém, podem produzir
os pigmentos mesmo na auséncia de luz e no grupo III
estdo as acromogénicas que ndo produzem pigmentos.
As micobactérias de crescimento rapido (MCR) formam
o grupo IV, podendo apresentar-se pigmentadas ou nao’.

Entre as principais espécies de MCR relacionadas
as doengas no homem, encontram-se M. abscessus, M.
chelonaee M. fortuitum.Porém, essasinfecgdes geralmente
estdo associadas a pessoas com fatores predisponentes ou
imunocomprometidas, ja que sdo micro-organismos que
geralmente apresentam baixa viruléncia.

Ha alguns anos as investigagoes e relatos de casos
e surtos por MCR eram pouco frequentes no Brasil;
porém, esse quadro foi sendo modificado ao longo do
tempo. De 2003 a 2008, foram registrados varios surtos
significativos por MCR apds procedimentos invasivos
em 22 diferentes estados brasileiros, com estimativa de
mais de 2.000 casos suspeitos. O maior nimero de casos
de infec¢des ocorreu no Rio de Janeiro, com quase 1.000
casos, seguido do Espirito Santo, onde foram notificados
363 casos. No estado do Para, também foram notificados
mais de 327 casos. Houve ocorréncias também nos
estados de Pernambuco, Roraima, Bahia, Mato Grosso
do Sul, Piaui, Minas Gerais, Mato Grosso, Distrito

Federal, Sao Paulo, Goiads, Parand, Rio Grande do Sul,
entre outros. Entre os casos confirmados, cerca de 74%
eram representados por pacientes do sexo feminino, em
que a maioria havia sido submetida a cirurgias na regido
abdominal, sendo o video a principal via de acesso do
procedimento’.

Em 2007, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (Anvisa) publicou um alerta sobre infec¢des
por micobactérias ndo causadoras de tuberculose apos
videocirurgia, informando dados sobre a presenca,
principalmente, de M. abscessus em estabelecimentos
ligados a satide, em varias localidades de norte a sul do
pais. A Rede Nacional de Investiga¢ao de Surtos e Eventos
Adversos em Servicos de Satde (Reniss) confirmou a
ocorréncia, em varias localidades dos Estados brasileiros,
de infecgdes pds-cirurgicas por MCR representados por
M. abscessus, M. chelonae e M. fortuitum em pacientes
submetidos a processos invasivos, devido principalmente
a utilizagdo de instrumentais ou artigos médicos que
sofreram desinfeccdo de alto nivel em solugdo de
glutaraldeido, o que, na pratica, clinica constitui uma das
medidas para prevenir a disseminagdo de bactérias em
ambientes relacionados a saude®.

Em Belém, entre 2004 e 2005 foram isolados
MCR de pacientes submetidos a procedimentos médicos
invasivos, os quais foram inicialmente descritos como
M. abscessus e mais recentemente caracterizados como
M. massiliense e M. bolletii, que diferem apenas em
3 nucleotideos, em relacio ao gene hsp65’. Esse foi
o primeiro surto significativo por M. massiliense no
pais, em que 58 isolados pertencentes ao mesmo clone,
BRA100, foram detectados em pacientes submetidos a
cirurgias de videolaparoscopia, em 16 hospitais privados.
Ja osisolados oriundos de bidpsia apds mesoterapia foram
identificados como M. bolletii, pertencentes a varios
clones®. As infec¢des foram caracterizadas por hiperemia
local e formacao de abscessos com aspecto inflamatorio e
secrecOes purulentas, além de nio responderem a terapia
antimicrobiana comum®.

Apés este primeiro surto de infeccdes pos-
cirargicaspor M. massiliense, varios outros foram descritos
e associados também a um unico clone®. No estado do
Rio de Janeiro, somente em 2006 e 2007, em 63 hospitais,
foram identificados 1.051 casos suspeitos de infeccoes
relacionadas a procedimentos videolaparoscopicos. Essas
infeccbes acometeram principalmente a pele e o tecido
celular subcutineo e foram causadas por M. massiliense,
pertencente ao clone BRA100, o mesmo encontrado no
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surto de Belém. As principais manifestagdes clinicas
eram a formacio de abscessos, nédulos e ulceracdes nos
sitios de incisao®’.

Apesar de M. massiliense ter sido reconhecida
como uma nova espécie em 2004, dentro do grupo M.
chelonae — M. abscessus®’, devido a estudos genéticos
realizados recentemente, esse micro-organismo foi
renomeado como M. abscessus subsp. bolletii*.

Foi observado que o aspecto comum em todos os
surtos foi o relato de que diferentes cirurgioes utilizaram
seu proprio equipamento de laparoscopia desinfetado em
solucao de glutaraldeido a 2% entre uma cirurgia e outra’.
Esse procedimento pode se tornar um grande problema,
ja que as MCR podem sobreviver sobre equipamentos
desinfetados de forma inadequada, que, posteriormente,
sendo utilizados em diagndsticos clinicos ou em cirurgias,
podem consequentemente causar infec¢oes nosocomiais.

Na tentativa de conter os surtos, varias resolucdes
foram publicadas pela Anvisa. Entre elas a resolugdo
RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009, que estabeleceu
critérios para comprovacdo de eficacia de esterilizantes e
desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos frente
a micobactéria M. massiliense"'.

Outra medida implantada pela Anvisa foi a
adogao daRDCn° 33, de 16 de agosto de 2010, que proibiu
o registro de novos produtos saneantes na categoria
esterilizantes para aplicagdo sob a forma de imersao'?.

Os recentes surtos de infecgdes por MCR no
pais junto a falta de elucidagdo sobre a fonte real de
contaminagdo por esses micro-organismos demonstram
a necessidade urgente de estudos que analisem o
comportamento dessas MCR envolvidas nos casos de
infecgodes, principalmente o clone BRA100, pertencente
a espécie M. abscessus subsp. bolletii, ja que este é o
clone predominante em todo o territério nacional. Além
disso, esta MCR foi inserida como micro-organismo de
referéncia na legislacdo pertinente a comprovagao da
eficacia de desinfetantes de alto nivel a fim de auxiliar
na prevencao e no controle dessas doengas. Portanto,
esse estudo tem como objetivo analisar o perfil de
suscetibilidade de cepas de M. abscessus subps. bolletii,
provenientes de surto e pertencentes a0 mesmo clone,
assim como de outras MCR de referéncia frente a
desinfetantes a base de glutaraldeido, acido peracético e
ortoftalaldeido por meio do Método Confirmatdrio para
Avaliacao da Atividade Micobactericida preconizado
pela Association of Official Analytical Chemist e conforme
POP INCQS n° 65.3210.004.
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MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas

Para avaliacao da atividade micobactericida dos
produtos desinfetantes utilizados no estudo, segundo a
RDC n° 33, de 16 de agosto de 2010", foram utilizadas
as cepas de referéncia M. bovis INCQS 00062 (BCG
Moreau) e M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594.

Nos ensaios realizados visando a avaliagdo da
suscetibilidade das MCR, foram utilizadas as cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC)
de M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC
35572 e M. fortuitum ATCC 6841. Além das cinco
cepas clinicas de M. abscessus subsp. bolletii estudadas,
pertencentes ao mesmo clone, BRA100 (CRM 0001,
CRM 0002, CRM 0018, CRM 0019 e CRM 0020). Todas
as cepas clinicas foram provenientes de surto epidémico
ocorrido em hospitais do Rio de Janeiro, entre 2006 e
2007, e foram caracterizadas e identificadas por meio de
métodos fenotipicos e genotipicos pelo Laboratério de
Micobactérias, do Instituto de Microbiologia Professor
Paulo de Godes (IMPPG/UFR]) e pelo Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC/Fundagédo
Oswaldo Cruz - Fiocruz). As cepas de referéncia de MCR
e as cinco cepas clinicas do clone BRA100 foram cedidas
pelo Laboratdrio de Micobactérias do IMPPG/UFR].

Produtos desinfetantes

Foram utilizados sete produtos desinfetantes de
alto nivel distribuidos entre trés diferentes principios
ativos, sempre na concentra¢gio recomendada pelo
fabricante do produto. Trés produtos a base de
glutaraldeido, sendo dois da mesma marca com lotes
diferentes, denominados Glutaraldeido A e Glutaraldeido
Al, os quais foram ativados imediatamente antes do
ensaio. O terceiro produto pertencente a outra marca foi
denominado Glutaraldeido B e é comercializado pronto
para uso. Trés produtos contendo acido peracético em
suas formulacdes, sendo dois pertencentes & mesma
marca com lotes distintos, denominados Acido Peracético
A e Acido Peracético Al. O produto com marca diferente
foi denominado Acido Peracético B. E um produto a base
de ortoftalaldeido.

Avaliacao do teor dos produtos desinfetantes

A avaliacdo do teor dos produtos a base de
glutaraldeido foi realizada de acordo com o POP INCQS
n° 65.3110.026%, tendo como principio a reagdo entre o
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glutaraldeido e cloridrato de hidroxilamina, liberando
acido cloridrico, que serd neutralizado pela adicdo de
trietanolamina em excesso. O restante de trietanolamina
sera titulado com solu¢do de acido sulftrico e o volume
obtido serd utilizado para calcular o teor de glutaraldeido.

As metodologias utilizadas para avalia¢ao do teor
dos produtos a base de 4cido peracético e ortoftalaldeido
foram realizadas segundo metodologias utilizadas pelos
fabricantes.

Método confirmatdrio para avaliagio da atividade
micobactericida dos produtos desinfetantes

Preparo das culturas teste

A partir das culturas estoque de M. bovis INCQS
00062 (BCG Moreau) e M. abscessus subsp. bolletii
(INCQS 00594), foram inoculados, separadamente,
tubos contendo caldo Proskauer-Beck modificado.
Esses tubos foram incubados de acordo com a cultura
teste a ser utilizada. Apds esse periodo, o conteddo foi
homogeneizado em agitador de tubos e a suspensdo
ajustada a 20% de transmitancia, no comprimento de
onda de 650 nm, utilizando o mesmo meio de cultura.
Essa suspensdo bacteriana final foi utilizada para
contaminar os cilindros de porcelana'.

Procedimento do ensaio

A avaliagdo da atividade micobactericida dos
produtos desinfetantes a base de glutaraldeido, acido
peracético e ortoftalaldeido foi realizada por meio do
Método Confirmatério para Avaliagio da Atividade
Micobactericida de Desinfetantes, segundo a AOAC"
e o POP INCQS n° 65.3210.004!*. Resumidamente, 15-
20 mL da suspensdo a 20% de transmitancia da cultura
do micro-organismo teste, anteriormente preparada,
foram empregados para contaminar 10-12 cilindros de
porcelana com 8 + 1 mm (didmetro externo) x 6 + 1 mm
(didametro interno) x 10 + 1 mm (comprimento) (Fisher
Scientific Co. n° 7-907, Ceram Tec, North America).
Essa contaminagao foi realizada por imersao durante 15
minutos. Apds esse tempo, os cilindros foram transferidos
para placas de Petri forradas com duas folhas de papel de
filtro e levados a incubacéo em estufa a 36 + 1 °C durante
30 minutos para secagem. No ensaio propriamente dito,
a intervalos de tempos de 1 minuto, cada um dos dez
cilindros foi transferido, de forma cronometrada, para
cada um dos 10 tubos contendo o desinfetante a ser
testado. Apds 30 minutos de contato com o desinfetante,

os cilindros foram transferidos, obedecendo ao mesmo
intervalo de tempo (1 minuto entre cada transferéncia),
para os respectivos tubos contendo 10 mL de soro de
cavalo (Cecal, Fiocruz) e, depois, para os tubos contendo
20 mL de caldo Proskauer-Beck modificado (PB). A
partir do tubo contendo soro de cavalo, foram retiradas
aliquotas de 4 mL, das quais 2 mL foram transferidos para
dois meios de subcultura adicionais: meio Middlebrook
7H9 (Difco) e meio de Kirchners (K), distribuidos em
porcdes de 20 mL. Os tubos contendo os meios de cultura
(caldo Proskauer-Beck modificado, meio Middlebrook
7H9 e meio de Kirchner) foram incubados inicialmente
por 60 dias em estufa a 36 £ 1 °C e, no caso de auséncia
de crescimento ou crescimento ténue, os tubos foram
reincubados por um tempo adicional de 30 dias'.
Foram também realizados os controle da resisténcia do
micro-organismo frente ao fenol por meio do método
analitico adotado, controles de esterilidade (cilindros de
porcelana, meios de cultura PB, K e 7H9, agua purificada,
lotes de pipetas e soro de cavalo) e viabilidade dos meios
de cultura PB, K, 7H9. A leitura foi realizada por meio
da presencga ou auséncia de crescimento microbiano. No
caso de crescimento, este foi confirmado por meio da
presenca de BAAR (bacilos alcool - acido resistentes),
corando pelo Método de Ziehl-Neelsen. A interpretacao
dos resultados se baseia no critério que o desinfetante
deve ser capaz de matar o micro-organismo teste sobre os
dez cilindros carreadores presentes no meio PB, além de
nao poder ocorrer crescimento microbiano nas aliquotas
de 2 mL do soro de cavalo inoculadas nos meios de
cultura de K e 7H9'. Todos os ensaios foram realizados
em duplicata.

Avaliagdo da suscetibilidade de micobactérias de
crescimento rapido aos desinfetantes

Procedimento do ensaio

Foi realizado conforme descrito no item
Método Confirmatério para Avaliagio da Atividade
Micobactericida dos Produtos Desinfetantes, porém
foram utilizadas, como micro-organismos teste, as cepas
de referéncia de M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae
ATCC 35572 e M. fortuitum ATCC 6841, e as cepas
clinicas de M. abscessus subsp. bolletii CRM 0001, CRM
0002, CRM 0018, CRM 0019 e CRM 0020. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata.

De acordo com o numero de tubos que
apresentou crescimento nos ensaios de avaliacio da
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atividade micobactericida dos desinfetantes frente as
cepas de MCR estudadas, foi estabelecido um critério
de classificacio em que as cepas foram consideradas
fracamente tolerantes (1-10 tubos), médio tolerantes (11-
20 tubos) e altamente tolerantes (21-30 tubos)'®.

RESULTADOS

Analise quimica do teor

Dos 7 produtos desinfetantes analisados, apenas
2 (Glutaraldeido B e Acido Peracético B) se encontravam
dentro da faixa de aprovagido do teor dos produtos. Todos
os outros apresentavam desvio de qualidade, sendo que
o Acido Peracético Al estava com teor 2 vezes acima
do declarado. Nao foi possivel avaliar o teor do produto
Acido Peracético A (Tabela 1).

Tabela 1. Dados sobre a analise do teor dos produtos estudados
ANALISE QUIMICA DO TEOR*

Produtos Concentragao de Teor Faixa d~e
uso aprovacao
Glutaraldeido A 2% 81% +15%
Glutaraldeido A1 2% 83% +15%
Glutaraldeido B 2% 89% +15%
Acido Peracético Al 0,2% 250% +15%
Acido Peracético B 0,1% 102% +10%
OPA 0,55% 22% +15%

* Realizada segundo POP INCQS n° 65.3110.026 e metodologias se-
guidas pelos fabricantes.
OPA, Ortoftalaldeido

Avaliagdo da atividade micobactericida dos
desinfetantes a base de glutaraldeido, acido peracético
e ortoftalaldeido

Produtos a base de glutaraldeido a 2%

Os produtos Glutaraldeido A e Al nio foram
capazes de eliminar o micro-organismo teste M. bovis
INCQS00062 (BCGMoreau) em nenhum ensaiorealizado,
mesmo quando esse micro-organismo apresentou-se
sensivel ao controle de resisténcia frente ao fenol. Nao
foi realizada a avaliacio da atividade micobactericida
do produto Glutaraldeido A frente a M. abscessus subsp.
bolletii INCQS 00594, pois ja nao havia quantidade
suficiente do produto do mesmo lote para realizagdo deste
experimento. Na avaliagdo da atividade micobactericida
do produto Glutaraldeido Al utilizando M. abscessus
subsp. bolletii INCQS 00594, foi observado crescimento
em todos os 30 tubos dos meios de cultura empregados.
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Em contrapartida, apesar de o Glutaraldeido B ser o
unico desinfetante a base de glutaraldeido que apresentou
resultado satisfatorio em relacdo a analise do teor (89%
do declarado), quando sua atividade micobactericida foi
avaliada, o produto nio foi capaz de eliminar M. bovis e
muito menos M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594.
Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultado satisfatério, de acordo
com o preconizado pela metodologia.

Produtos a base de dcido peracético

Os desinfetantes a base de acido peracético
demonstraram eficacia frente a M. bovis cepa INCQS
00062 (BCG Moreau) e M. abscessus subsp. bolletii
INCQS 00594, com excegdo do Acido Peracético A, cuja
avaliacdo da atividade micobactericida nio foi realizada
com M. abscessus subsp. bolletii, pelo mesmo motivo
exposto para o Glutaraldeido A. O Acido Peracético A e o
Acido Peracético Al pertencem a mesma marca; porém,
provém de lotes diferentes. A realizagdo do estudo com
outro produto de mesma marca ocorreu devido a falta de
dados com relagdo ao teor do principio ativo do primeiro
produto e também porque todos os micro-organismos
analisados se mostraram sensiveis frente as diluicdes de
fenol, gerando incertezas sobre a real eficacia do produto,
ja que este poderia estar agindo devido a sensibilidade
das cepas. Com relacio ao Acido Peracético B, foram
realizados dois ensaios com M. abscessus subsp. bolletii. No
primeiro ensaio, quando foi aplicado o tempo de contato
determinado pelo fabricante de 30 min, foi observado
crescimento desta micobactéria em cinco tubos de meio
de cultura; entdo, um novo ensaio foi realizado, alterando
o tempo de contato do micro-organismo com o produto
para uma hora. Neste segundo experimento, o micro-
organismo foi eliminado, ndo ocorrendo crescimento
em nenhum tubo. Com relacdo a analise do teor desses
produtos, somente o Acido Peracético B foi satisfatério
(102% do declarado); ja o mesmo nao ocorreu com
o Acido peracético Al que apresentou um desvio da
qualidade, com um resultado de 250% do declarado.
Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultado satisfatdrio, de
acordo com o preconizado pela metodologia.

Produto a base de ortoftalaldeido

O produto apresentou resultado insatisfatorio
na andlise do teor do principio ativo, com apenas 22%
do declarado, e, mesmo assim, foi capaz de eliminar
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Tabela 2. Numero de tubos apresentando crescimento no ensaio de avaliagdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento répido frente

a desinfetantes de alto nivel a base de glutaraldeido

AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DE MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

Glutaraldeido A1 Glutaraldeido B

N. de tubos positivos N. de tubos positivos

. Tempo de Glutaraldeido A
Micro- . ~ )
: incubagdo até a .
organismos S ) N. de tubos positivos
primeira leitura
M. abscessos
60 di 3 9 1
ATCC 19977 fas
M. chelonar . 5 . B
ias
ATCC 35752
M. fortuitum .
ATCC 6841 60 dias 0 0 0
CRM 0001 15-20 dias* 10 10 10
CRM 0002 15-20 dias* 10 10 10
CRM 0018 15-20 dias* 10 10 10
CRM 0019 15-20 dias* 10 10 10
CRM 0020 15-20 dias* 10 10 10

0 4 6 0 6 10
0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 1 1
10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10

* Ensaios que apresentaram crescimento em todos os tubos antes dos 60 dias foram retirados da estufa e desprezados; PB, Proskauer-Beck; K,

Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9.

M. bovis INCQS 00062 (BCG Moreau). Porém, esse
micro-organismo nao se comportou dentro do padrao
no controle de resisténcia frente ao fenol, o que pode
tornar esse resultado inconclusivo, ja que nao se pode
determinar se o produto é eficaz ou se o micro-organismo
é que esta sensive. O mesmo ndo ocorreu no ensaio
utilizando M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594, em
que a micobactéria apresentou comportamento dentro
do padrio frente as diluicdes do fenol; porém, o produto
ndo eliminou a micobactéria, ja que foi observado
crescimento em alguns tubos de meio de cultura. Todos
os controles de esterilidade e viabilidade foram realizados
e apresentaram resultado satisfatério, de acordo com o
preconizado pela metodologia.

Avaliagdo da suscetibilidade de micobactérias de
crescimento rapido aos desinfetantes

Produtos a base de glutaraldeido

Quanto a verificagdo da suscetibilidade das
MCR frente aos produtos a base de glutaraldeido, M.
chelonae foi eliminado pelos trés desinfetantes, enquanto
M. fortuitum por apenas dois desses (Glutaraldeido
Al e B), se classificando como médio tolerante, ja
que, no ensaio utilizando o Glutaraldeido A, houve
crescimento do micro-organismo em 3 tubos contendo
caldo Proskauer-Beck modificado, em 9 contendo meio
de Kirchners e em um tubo com meio Middlebrook
7H9. J& M. abscessus se mostrou médio tolerante ao
Glutaraldeido A, fracamente tolerante ao Glutaraldeido

Al e altamente tolerante ao Glutaraldeido B, de acordo
com o numero de tubos positivos. As cepas clinicas de M.
abscessus subsp. bolletii pertencentes ao clone BRA100
apresentaram comportamento altamente tolerante aos
trés desinfetantes, uma vez que ocorreu crescimento
nos trinta tubos de meios de cultura empregados no
experimento, em um tempo de incubacéo inferior (15-20
dias) ao preconizado pela técnica para a primeira leitura.
Na Tabela 2, estd apresentado o numero de tubos de
meio de cultura com crescimento positivo de acordo com
cada um dos micro-organismos utilizados neste estudo
frente aos produtos a base de glutaraldeido. Todos os
controles de esterilidade e viabilidade foram realizados
e apresentaram resultado satisfatério, de acordo com o
preconizado pela metodologia.

Produtos a base de dcido peracético

Com relagdo aos produtos contendo acido
peracético, todas as micobactérias empregadas no estudo
foram eliminadas pelos produtos Acido Peracético
A, Al e B. Porém, é importante ressaltar o resultado
insatisfatorio obtido pelo Acido Peracético Al na
avalia¢do do teor de principio ativo (250% do declarado).
Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultado satisfatdrio, de
acordo com o preconizado pela metodologia.

Produto a base de ortoftaladeido

Na avaliacdo da suscetibilidade das micobactérias
utilizando o produto contendo ortoftalaldeido (OPA), M.
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fortuitum se mostrou fracamente tolerante ao produto,
ocorrendo a presenca de crescimento em dois tubos
com Proskauer-Beck e em um contendo Middlebrook
7H9. M. chelonae se apresentou sensivel frente ao
desinfetante. Na verificagdo da suscetibilidade de M.
abscessus, foi observado crescimento da micobactéria
em um tubo contendo caldo Proskauer-Beck e em um
tubo com Kirchners, classificando-se como fracamente
tolerante ao desinfetante. Quanto as cepas clinicas de
M. abscessus subsp. bolletii, a CRM 0001 foi classificada
como altamente tolerante ao produto, enquanto as cepas
CRM 0002 e CRM 0020 se mostraram médio tolerantes,
visto que foi observado crescimento em alguns tubos
contendo os meios de cultura em um periodo de 30
dias apos a incubagdo do ensaio. As cepas CRM 0018 e
CRM 0019 também se apresentaram altamente e médio
tolerantes, respectivamente. Todos os controles de
esterilidade e viabilidade foram realizados e apresentaram
resultado satisfatorio, de acordo com o preconizado pela
metodologia.

DISCUSSAO

Recentemente, varios casos e surtos causados por
MCR foram registrados no Brasil, relacionados em sua
maioria com procedimentos cirdrgicos e estéticos, como
videocirurgias, lipoaspiracao, injecdes subcutaneas de
compostos sem registro com finalidade na area estética,
implante de prdoteses mamarias e mesoterapia.

Diante dos surtos ocorridos no pais de infeccdes
por M. abscessus subsp. bolletii pertencentes a0 mesmo
clone BRA100, prevalente em todo territdrio nacional,
surtos esses relacionados principalmente as falhas nos
processos de limpeza e desinfec¢ao de produtos médicos?,
houve a necessidade da realizacdo deste estudo com
objetivo principal de avaliar a suscetibilidade dessas cepas
clinicas frente a trés diferentes tipos de desinfetantes de
alto nivel.

No presente estudo, as cepas de M. abscessus subsp.
bolletii clone BRA100 apresentaram comportamento
altamente tolerante as solugdes de glutaraldeido a
2%, quando aplicado o método analitico adotado. Tal
tolerancia foi observada frente aos trés produtos a base
de glutaraldeido, sendo detectado crescimento em todos
os tubos contendo os diferentes meios de cultura em um
tempo curto (20 dias ou menos) de incubagdo do ensaio.

Desinfetantes a base de glutaraldeido sao ainda
amplamente utilizados na desinfeccio de alto nivel
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de artigos médicos; porém, varios relatos tém sido
divulgados alertando sobre a tolerancia de micobactérias
a esse biocida'®.

Mais recentemente, estudos mostraram que
cepas de M. abscessus subsp. bolletii pertencentes ao clone
BRA100 apresentaram resisténcia a altas concentragdes
de glutaraldeido, em um tempo que variou entre 30
minutos e 10 horas de exposi¢do a solu¢do comercial
do produto, o que pode estar contribuindo para a
dissemina¢ao do micro-organismo tolerante ao biocida
em diferentes hospitais®’.

Fato semelhante ocorreu quando a cepa de
referéncia M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594 foi
testada frente aos produtos Glutaraldeido A1l e B, e esses
produtos ndo foram capazes de eliminar a micobactéria.

Lorena et al.”” indicaram que a tolerincia a altas
concentragdes de glutaraldeido é uma caracteristica
peculiar de M. abscessus subsp. bolletii pertencente ao
clone BRA100, sugerindo que esse clone especifico
pode conter um mecanismo biolégico de resisténcia nao
encontrado em outras cepas ou até mesmo em outras
espécies.

Nos testes realizados no presente trabalho, a
unica cepa que se comportou de forma sensivel frente aos
trés produtos a base de glutaraldeido a 2% foi M. chelonae
ATCC 35572. O mesmo nao ocorreu com M. abscessus
ATCC 19977 e M. fortuitum ATCC 6841, ja que ndo
foram eliminados totalmente, como determina o método
analitico adotado.

O mecanismo de tolerancia dessas micobactérias
ao glutaraldeido nao esta elucidado; porém, um fator
relacionado a resisténcia pode ser as mudangas na
superficie da parede celular bacteriana, resultando na
diminuigdo da ligagdo ou penetracdo do biocida na
mesma. E o uso difundido de glutaraldeido em ambientes
hospitalares pode resultar na selecdo de bactérias
resistentes a drogas e desinfetantes®.

O glutaraldeido a 2% sempre foi muito utilizado
para desinfeccdo de endoscopios e, na pratica, segundo
Phillips e von Reyn*, faz-se o reuso da solugdo por até
14 dias, o que pode gerar uma diminui¢ao de até 50%
da concentragido e, consequentemente, uma menor
atividade micobactericida. Além disso, sem uma limpeza
adequada, os equipamentos médicos podem acumular
material organico, possibilitando a formagéo de biofilmes
e, assim, prejudicar a agdo do biocida’.

Sabe-se também que o uso regular de um mesmo
desinfetante pode selecionar e, consequentemente,
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possibilitar a proliferagdio de micobactérias que sejam
resistentes a esse agente. Além disso, problemas
relacionados a formulagdo dos produtos foram
observados no presente estudo, ja que foi detectado um
desvio na qualidade com relagao ao teor de principio
ativo dos desinfetantes Glutaraldeido A e Al, para os
quais resultados insatisfatorios foram obtidos.

Tais resultados se apresentam em concordancia
com varios estudos citados anteriormente, sugerindo
que cepas altamente tolerantes ao glutaraldeido estdo
disseminadas em ambientes hospitalares e estdo
presentes, principalmente, nos surtos de infec¢oes por M.
abscessus subsp. bolletti apos procedimentos invasivos, ja
que o clone BRA100 se apresenta altamente tolerante a
esse desinfetante®'®.

Cepas tolerantes a glutaraldeido representam
situacdo de emergéncia em saude publica, ja que essas
cepas estdo relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia
cruzada a vérios antibidticos, inclusive aos que sdo usados
no tratamento de infeccoes por MCR®. Apesar disso,
essa técnica de desinfeccdo com glutaraldeido ainda ¢
empregada, ja que a RDC n° 8, de 27 de fevereiro de 2009,
ndo suspendeu o uso desse produto para o instrumental
optico utilizado nos procedimentos endoscdpicos?.

Outros dois desinfetantes hospitalares indicados
para desinfeccdo de artigos semicriticos sdo o acido
peracético e o OPA*?*%. Um estudo recente sugere como
alternativa imediata para a prevencio de novos surtos
a substituigdo do glutaraldeido por um desses dois
produtos no processo de desinfec¢ao de alto nivel, ja que
foi observada suscetibilidade das cepas clinicas de M.
abscessus subsp. bollettido clone BRA100 aos desinfetantes
a base de glutaraldeido, quando um teste em suspensao
foi aplicado com tempos de 15 e 30 minutos de contato do
micro-organismo com o desinfetante'®. Walsh, Maillard
e Russell® ja haviam também sugerido essa substituigao,
uma vez que o OPA conseguiria inativar cepas resistentes
ao glutaraldeido.

Outro estudo também comparou a atividade
micobactericida do OPA e do glutaraldeido e concluiu
que o primeiro produto se mostrou mais eficiente contra
micobactérias, quando comparado ao glutaraldeido, em
um teste quantitativo em suspensdao na concentragao
de 0,5% (p/v)*>. O OPA apresenta molécula de caréter
lipofilico, o que sugere facilitar a penetragao do biocida
na parede celular, diminuindo a probabilidade de
uma redugdo na concentracio efetiva do produto e,
consequentemente, sua agao.

Micro-organismos teste em outros trabalhos
tém se mostrado suscetiveis ao OPA a 0,5%, quando é
utilizado o teste em suspensio, em que o produto entra
em contato direto com a bactéria. Quando o teste com
carreador é aplicado, 0 mesmo nao ocorre®. No teste com
carreador, as bactérias permanecem mais aderidas a uma
superficie, se tornando menos acessiveis aos biocidas
quando comparadas a uma suspensdo homogénea,
composta pelo produto analisado e o micro-organismo,
como ocorre no teste em suspensio?.

Esse fator poderia explicar os diferentes resultados
obtidos no presente estudo. Ja que todas as cepas clinicas
de M. abscessus subsp. bolletti testadas foram tolerantes
ao OPA. Cabe ressaltar que pertencem ao mesmo clone
analisado por Lorena et al.”’, clone BRA100. Por outro
lado, o lote do produto utilizado apresentou um desvio
significativo na qualidade, em que o teor do principio
ativo real era de apenas 22% do declarado pelo fabricante.
O que pode representar uma forma de ameaca a saude
coletiva, ja que lotes de desinfetantes que se apresentam
fora dos padroes de qualidade exigidos podem estar
sendo utilizados em ambientes ligados a saude.

Desenvolver novas estratégias para desinfec¢ao de
alto nivel é importante para evitar o surgimento de novas
cepas resistentes. Uma possivel alternativa que alguns
estudos tém sugerido é a utilizagao de desinfetantes que
contenham 4cido peracético em suas formula¢des. Para
Phillips e Von Reyn?, o acido peracético é um agente
que tem se apresentado eficiente na desinfeccdo de
equipamentos médicos, como os endoscopios.

Estudos mostram que o tratamento didrio de
instrumentos com solugao de glutaraldeido a 2% induz ao
acumulo e/ou a fixa¢ao de proteinas presentes no artigo
a sofrer desinfeccdo. Situacio similar foi observada com
o uso de desinfetantes a base de ortoftalaldeido, porém
em um menor grau. Ja para os produtos que contém
acido peracético, a fixagdo ou acimulo de proteinas
pode ocorrer; porém, sdo incomparaveis aos outros dois
desinfetantes, sendo muito inferior. Devido a esses dados,
na Franga, é recomendada a substitui¢ao de desinfetantes
a base de glutaraldeido por aqueles que contém acido
peracético e foi sugerido que se destaque a importancia
da completa limpeza prévia dos artigos®.

No presente estudo, de acordo com os resultados
apresentados, tanto as cepas de MCR de referéncia
como as cepas clinicas de M. abscessus subsp. bolletti
se mostraram sensiveis frente aos desinfetantes que
contém dacido peracético em suas formulagoes. Porém,
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no primeiro ensaio da avaliagdo da qualidade do produto
denominado Acido Peracético B, utilizando a cepa de
referéncia M. abscessus subsp. bolletti INCQS 00594,
foi observado crescimento do micro-organismo em 3
tubos contendo caldo Proskauer-Beck e em um tubo de
cada meio adicional (Kirchners e Middlebrook 7H9).
Na repeticdo deste ensaio, houve variacio no tempo
de contato para uma hora e, entdo, ndo foi observado
crescimento. Vale ressaltar que, dentre os trés produtos
testados, somente este ultimo (Acido peracético B)
apresentou resultado satisfatério durante a avaliagdo
do teor. Na andlise do Acido peracético Al, o teor foi
de 250% do declarado pelo fabricante, gerando duvidas
quanto a sua real eficdcia frente as micobactérias.

Stanley® testou cinco cepas de micobactérias
resistentes a glutaraldeido isoladas de endoscopios,
e dentre essas, duas cepas demonstraram um
comportamento tolerante frente ao acido peracético.

Os resultados aqui apresentados correspondem
ao primeiro estudo utilizando o teste oficial de avaliacao
da eficacia de desinfetantes no Brasil e mostram
propriedades biologicas muito diferentes de M. abscessus
subsp. bolletti frente ao glutaraldeido, principalmente,
quando comparado ao M. bovis, a cepa de referéncia
usada na metodologia oficial da AOAC.

A inclusdo de M. abscessus subsp. bolletti INCQS
00594 na legislagdo referente a comprovagao da eficacia
de desinfetantes de alto nivel para artigos semicriticos,
seguindo o POP INCQS n° 65.3210.004, por meio da
Resolugdo RDC ne 51, de 21 de outubro de 2009", foi
uma das alternativas encontradas na tentativa de prevenir
infec¢des por micobactérias de crescimento rapido.

Uma pesquisa mais abrangente seria necessaria,
ja que o numero de cepas clinicas de M. abscessus subsp.
bolletti utilizadas nao foi extenso. Porém, algumas
sugestoes podem ser avaliadas para a adaptacao da
técnica, como a variacdo no tempo de incubac¢do do
ensaio, que atualmente é de 60 dias inicialmente e mais
30 dias em casos de ndo ser observado crescimento ou
este se apresentar ténue. Esse tempo poderia ser reduzido
para 30 dias de incubagdo em ensaios realizados com M.
abscessus subsp. bolletti, ja que a cepa de referéncia e
todas as cepas clinicas dessa micobactéria testadas neste
trabalho apresentaram crescimento dentro de um més ou
menos, dependendo do produto analisado. Essa reducao
seria favoravel na obtencio de respostas mais rapidas em
nivel de vigilancia sanitaria; assim, medidas poderiam
ser tomadas visando a promocéo da saude da populacéo.
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CONCLUSAO

Visando a reducdo de infeccdes nosocomiais e,
consequentemente, a promocao da satde da populacio,
sugere-se que o uso de produtos a base de glutaraldeido
seja suspenso para quaisquer fins no que diz respeito
a desinfec¢do de alto nivel, ja que todas as cepas de
M. abscessus subsp. bolletti provenientes de surto e
pertencentes ao clone prevalente no pais foram tolerantes
a esse desinfetante. E que uma possibilidade para
substituicdo seria os produtos a base de dcido peracético.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi de determinar a concentragdo dos bifenilos policlorados (PCBs) 28,
52, 138, 153 e 180 em amostras de soro de individuos do sexo masculino, e de relacionar estes valores
com os indices de antigeno prostatico especifico (APE) previamente pesquisado na populagdo de estudo.
A extragdo dos compostos foi realizada por hidrolise acida, seguida da determinagio e quantificagdo por
meio de GC-HECD. Os PCBs 28 e 52 apresentaram-se abaixo do limite de quantificagdo em todas as
amostras analisadas. Dentre os compostos detectados, o PCB 138 foi o mais frequente (75%) e de maior
valor médio (2,05 ng.mL"); o PCB 153 foi detectado em 62,50% e o PCB 180, em 54,17% das amostras.
Em relagio aos niveis de APE, estes ndo apresentaram correlacdo significativa com as concentragdes de
PCBs nas amostras analisadas. Ha escassez de trabalhos de anilise desses compostos em amostras de
soro de individuos humanos realizados no Brasil. Por conseguinte, realizagio de estudos adicionais sdo
sugeridos para determinar os fatores causadores dessa contaminagdo, bem como novas investigagoes
sobre a influéncia da concentragido de PCBs sobre as taxas de APE nas amostras de soro de individuos do
sexo masculino.

Palavras-chave. bifenilos policlorados, antigeno prostatico especifico, soro sanguineo.

ABSTRACT

This study aimed at determining the polychlorinated biphenyls (PCBs) 28, 52, 138, 153 and 180
concentrations in serum samples from male individuals, and their relationship with the prostatic specific
antigen levels which were previously determined. The compounds were extracted by acid hydrolyze
methodology followed by gas chromatography with micro-electron-capture detection. PCBs 28 and 52
concentrations were lower than the quantification limit in all of analyzed samples. Among the detected
compounds, the PCB 138 was mostly frequent (75%) and it showed the highest mean (2,05 ng.mL™");
PCB 153 was detected in 62.50%, and PCB 180 in 54.17% of samples. Regarding to the prostatic specific
antigen, no significant correlation with PCB concentration was found in the analyzed samples. No study on
these compounds detection in the human serum sample has been reported in Brazil. Thus, the additional
investigations might be conducted for determining the causes of this contamination, and also about the
effect of PCB concentrations on the prostatic specific antigen levels in men sera.

Keywords. polychlorinated biphenyls, prostatic specific antigen, blood serum.
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INTRODUCAO

A populagio humana estda exposta a uma
magnitude de compostos quimicos, sejam eles naturais ou
sintéticos, 0s quais sio encontrados no meioambiente. Nos
ultimos tempos, chama-se a aten¢do para os compostos
quimicos persistentes, que apresentam propriedades
toxicologicas em humanos e sdo capazes de originar
efeitos adversos no meio ambiente e, consequentemente,
afetam diretamente a satde. Os bifenilos policlorados
(PCBs) sao compostos organoclorados sintéticos, de alta
persisténcia e toxicidade'. Por este motivo, a sua producio
e comercializacdo foram proibidas a partir de 1976 nos
EUA, mas apenas em 1981 no Brasil’, embora ainda seja
permitida a utilizacdo de equipamentos eletroeletronicos
que os contenham, até sua substituicdo. No entanto,
casos de contaminagdo ambiental e intoxica¢ao ainda
sdo relatados pelos meios de comunicagdo, como
consequéncia de incidentes em varias regides.

Como os PCBs sao persistentes e estdo
amplamente distribuidos no meio ambiente, acumulam-
se na cadeia alimentar. A exposi¢do humana aos PCBs
¢ resultado desta contaminagdo ambiental. A ingestdo
por meio de alimentos contaminados é considerada a
principal fonte’, mas estes compostos também podem
ser transmitidos pela inalacdo e absor¢io dérmica em
ambientes de trabalho®, por processos de combustio
inadequados de residuos industriais e urbanos’, e por
acidentes com transformadores elétricos que contaminam
a agua®. Os compostos persistentes, em geral, se agregam
aos tecidos e 6rgaos de onde sdo liberados lentamente
para a corrente sanguinea, saturando o organismo com
sua presenca’. A pele e o figado sdo os locais de maior
ocorréncia de patologias, mas o trato gastrointestinal, o
sistema imunologico e o sistema nervoso sao também
afetados’.

O mecanismo e a cinética da biotransformagao
dos PCBs dependem de inumeros fatores, incluindo a
capacidade metabdlica do organismo e a estrutura do
congénere de PCB®. Os compostos mais clorados sao mais
persistentes, sendo absorvidos pelo sistema intestinal,
acumulando-se principalmente nos tecidos gordurosos e
tigado, em que podem permanecer por diversos anos. Ja
as formas menos cloradas entram na circula¢ao hepatica
portal, sdo submetidas a um metabolismo primario e
podem ser metabolizadas e excretadas®®. As principais
rotas de eliminacao dos PCBs sdo as fezes, a urina e o
leite materno'.

Como consequéncia de sua alta persisténcia e
alta tendéncia a bioacumula¢do, os PCBs continuam
a ser detectados rotineiramente em amostras de tecido
humano e animal. O soro e o plasma sanguineo sdo as
amostras mais frequentemente utilizadas para quantificar
os biomarcadores da exposicio humana aos poluentes
organicos persistentes, tais como os PCBs'. Estudos
demonstram que a concentragio dos PCBs no soro
aumenta conforme a idade, devido ao seu grande poder
de bioacumulac¢éo'>**. Além da idade, o aumento de sua
concentragdo também pode estar associado com o habito
de fumar e com o fato de residir em dreas de maior risco
de contaminagdo'*?.

O interesse publico e cientifico por contaminantes
ambientais, suas aplicacdes eaincidéncia de enfermidades
neoplasicas em humanos tem aumentado nos dltimos
anos. Diversos estudos sugerem que a exposi¢do humana
aos PCBs esta associada ao aumento da ocorréncia de
cancer de mama'®'”"¥, cancer do trato biliar'®, cancer de
cdlon®, cancer de figado, estdmago, intestino e prostata®..
Em estudo realizado com homens nos Estados Unidos,
o aumento dos niveis de PCBs no soro sanguineo foi
associado com a baixa concentracido de testosterona,
comprovando a a¢do destes compostos tdxicos como
disruptores end6crinos®.

Em relacio ao céncer de prostata, este se
sobressai como um grande problema de satde publica
mundial, tendo sido observado um aumento progressivo
de sua incidéncia em varios paises a partir de 1960%.
Porém, o numero de mortes por cincer de prostata
diminuiu, o que foi atribuido por alguns ao uso
disseminado de estratégias de deteccdo baseadas no
antigeno prostatico especifico (APE)*. O APE é uma
glicoproteina monomérica da familia das proteases, a
qual causa liquefagdo do liquido seminal, adicionando
mobilidade ao espermatozdide e criando condicdes que o
levam 2 fertilizacdo. E produzido pelas células epiteliais,
malignas ou ndo, sendo especifico da prdstata, e nao
do cancer de prdstata. Seus niveis podem apresentar-se
aumentados quando houver a presenca de prostatite ou
cancer de prostata. Segundo Fauci et al.**, um homem
com menos de 60 anos que apresentar um valor de APE
superior a 2,6 ng/mL, deve realizar bidpsia da prostata.
Ja homens que apresentarem APE superior a 4,0 ng/mL,
com taxas de aumento maiores que 0,75 ng/mL ao ano,
sugerem a presenca de cancer de prdstata, independente
da idade. Embora exaustivamente pesquisado, o papel
dos fatores ambientais na génese do cancer de prdstata
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permanece, ainda, ndo muito bem compreendido, sendo
enfatizada em alguns estudos a associacao desta doenga
com componentes especificos da dieta, como o consumo
de gorduras e carnes”. No Brasil, pesquisas tém sido
desenvolvidas na tentativa de esclarecer a relacao entre
cancer de prostata, além de outros tipos de cancer, e
fatores ambientais e/ou ocupacionais®?’.

Embora alguns estudos recentes tenham
constatado a reducdo no nivel de PCBs em seres humanos,
estes ainda continuam a ser detectados com bastante
frequéncia, devido ao seu alto poder de bioacumulacéo.
O maior numero de pesquisas encontra-se nos paises da
Europa, pois sdo os que possuiam fabricas de PCBs. Em
geral, os congéneres 138, 153 e 180 sdo os que possuem
as maijores concentracdes de residuos detectadas?®*.
Estes trés congéneres, juntamente com os congéneres
28,52,101 e 118, sao denominados “os sete indicadores”,
responsaveis pela maior parte da contaminagdo
ambiental.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho
foi determinar a concentracio dos PCBs indicadores
28, 52, 138, 153 e 180 em amostras de soro de homens,
relacionando os resultados encontrados com os niveis de
APE.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Para a realizagdo do presente estudo, foram
coletadas 24 amostras de sangue venoso de homens
residentes na regido central do Rio Grande do Sul.
Para a determina¢ao dos congéneres de PCBs, utilizou-
se o soro, obtido por centrifugacdo do sangue. Apds a
centrifugagdo, as amostras foram armazenadas até o
momento das andlises a uma temperatura de -20 °C. Os
niveis de APE foram determinados por um laboratdrio
de analises clinicas de Santa Maria, por meio do método
de quimioluminescéncia. O protocolo aplicado foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFSM por meio da Carta de Aprovagdo numero
043/04.

Padrées e reagentes

Uma solucdo estoque de PCBs contendo 10
ug mL' dos congéneres 28 (2,4,4-triclorobifenil),
52 (2,25,5-tetraclorobifenil), 138 (2,2,3,4,4,5-
hexaclorobifenil), 153 (2,2’4,4,5,5 -hexaclorobifenil)
e 180 (2,233,4,4,5,5-heptaclorobifenil) foi utilizada na
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identificacdo e nas etapas de validagdo dos métodos.
Os padroes foram adquiridos de SUPELCO, Inc.
(Bellefonte, Pensilvania, EUA), com certificado de pureza
superior a 99%. O solvente utilizado nas extragoes e
ensaios cromatograficos foi n-hexano Nanograde com
certificacdo para andlises de residuos de pesticidas
(Mallinckrodt Baker, Inc., NJ, USA). Foram também
utilizados acido sulfurico PA (Vetec Quimica Fina Ltda,
Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) e nitrogénio
grau analitico (White Martins, Praxair Inc.).

Analises dos PCBs

Para a extracdo dos PCBs, utilizou-se método
publicado anteriormente por Mohr et al. (2011)%.
As andlises cromatograficas foram realizadas em um
cromatografo a gas HP 6890 Plus equipado com micro
detector de captura de elétrons (GC-uECD) (Agilent, Palo
Alto, USA). A amostra extraida (1uL) foi introduzida em
um injetor splitless, o qual manteve temperatura constante
de 280 °C. A separac¢io dos analitos foi realizada em uma
coluna capilar de silica fundida HP-5 (30 m x 0,32 mm
x 0,25 um), utilizando o nitrogénio como gas de arraste
sob pressao constante de 7,2 psi, fornecendo uma vazao
inicial de 1,5 mL.min"'. A programacao da temperatura
do forno foi: 60 °C (2 min), 30 °C/min até 190 °C (5 min),
5 °C/min até 220 °C (5 min), e 20 °C/min até 300 °C (1
min). A temperatura do detector foi mantida a 320 °C.
A identificagdo e quantificacio dos compostos foram
realizadas pela comparacdo dos tempos de retencio
dos picos encontrados nas amostras com os tempos de
retencdo individuais dos padrdes de bifenilos policlorados
em estudo, sob as mesmas condic¢des de trabalho.

A eficiéncia do método utilizado foi avaliada por
meio dos seguintes parametros analiticos: linearidade
(>0,99), precisdo (<12,55%), recuperacdo (72,9 119,1%),
limite de detecgdo (0,1 ng.mL" para todos os PCBs) e
limite de quantificagao (0,25 ng.mL" para o PCB 28 ¢ 0,5
ng.mL" para os demais PCBs).

Analises estatisticas

As concentrac¢des que ficaram abaixo do limite de
quantificagdo (LQ) foram consideradas como a metade
do limite de detec¢do (LD) para o céalculo das médias e
da mediana. Os dados foram analisados pelo software
Statistica” 6.0. O teste ¢t de Student foi utilizado para
comparar as médias dos residuos de PCBs entre grupos
que apresentaram niveis de APE menores ou maiores do
que 2,6 ng mL". Os efeitos dos niveis de PCBs em soro
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Tabela 1. Frequéncia de determinacgdo e concentragdes dos PCBs em ng mL"' (média, desvio-padrao, média geométrica, mediana, minimo e

maximo) em soro de homens (n = 24)

Congénere n>LQ % >LQ Média DP Média geométrica Mediana Minimo Maximo
PCB 28 0 0,0 0,05 0,00 0,05 0,05 <LQ <LQ
PCB 52 0 0,0 0,05 0,00 0,05 0,05 <LQ <LQ
PCB 153 15 62,50 1,04 1,30 0,39 0,87 <LQ 5,86
PCB 138 18 75,00 2,05 1,74 0,90 1,68 <LQ 5,50

n: Nmero de amostras. DP: Desvio Padrao. Valores abaixo do Limite de Quantifica¢do (LQ) foram considerados como metade do Limite de
Detecgao (LD) para o calculo da média e mediana. LD: 0,1 ng.mL" de soro. LQ: 0,25 ng.mL" de soro (PCB 28) e 0,5 ng.mL" de soro (PCBs 52,

153,138 e 180).

Tabela 2. Concentragdes de PCBs (ng.mL") em soro de seres humanos de diferentes paises

Pais/Ano N° amostras Média Média geométrica Mediana  Referéncia

Brasil, 2011 24 4,322 1,722 3,36% Este estudo
EUA/Canad4, 2011 152 0,23* - - Gallo et al. (2011)
EUA, 2010 2.194 . 0,45¢ . Jain & Wang (2010)
Espanha, 2009 953 3,17¢ 2,79¢ A7 Agudo et al. (2009)
EUA, 2008 277 1,31¢ - 0,79¢ Goncharov et al. (2008)
EUA, 2007 133 - 1,38° - Fitzgerald et al. (2007)
Ttalia, 2006 164 2,44* - - Turci et al. (2006)
Italia, 2005 311 3,90° - 3,06° Apostoli et al. (2005)

2Somatdrio dos PCBs 28, 52, 138, 153 € 180

b Somatério dos PCBs 28, 138, 153 e 180

¢ Somatodrio dos PCBs 138, 153 e 180

4 Somatério dos PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180

de homens sobre niveis de APE foram avaliados por teste
de correlacdo linear simples, utilizando-se o coeficiente
de Spearman. As diferencas foram consideradas com, no
minimo, p < 0,05 de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, apresentam-se os resultados obtidos
apos a andlise das amostras de soro de homens.

Conforme pode-se observar, os PCBs 28 e 52
ndo foram detectados nas amostras acima do limite de
quantificagdo. Dentre os compostos detectados, o PCB
138 foi o que obteve a maior frequéncia (75%), sendo
também o que obteve a maior média (2,05 ng.mL"),
média geométrica (0,90 ng.mL') e mediana (1,68
ng.mL"). Os PCBs 153 e 180 tiveram uma frequéncia
semelhante entre eles, sendo detectados em 62,50% e
54,17% das amostras, respectivamente. Porém, o PCB 180
obteve maior média (1,13 ng.mL") que o PCB 153 (1,04
ng.mL'), mas apresentou valores menores para a média
geométrica (0,33 ng.mL") e a mediana (0,71 ng.mL"). O
PCB 153 foi o que apresentou o valor mais elevado para a
maxima concentragao detectada (5,86 ng.mL') em uma
das amostras analisadas.

Comparando-se os resultados encontrados no
presente estudo com outros realizados nos Estados
Unidos, Canadd, Espanha e Italia (Tabela 2), verifica-se
que este estudo obteve o maior valor para o somatorio
das médias dos PCBs 28, 52, 138, 153 e 180, com uma
concentragdo de 4,32 ng.mL"'. Em relagio a média
geométrica, o maior valor foi encontrado na Espanha’,
com 2,79 ng.mL’, valor este referente somente ao
somatorio dos congéneres 138, 153 e 180, enquanto o
valor no presente estudo (1,72 ng.mL"') remete-se ao
somatorio dos cinco congéneres ja citados. Em relacao a
mediana, os valores deste e do estudo realizado na Italia*
foram semelhantes, com 3,36 ng.mL" e 3,06 ng.mL",
respectivamente, valor este também relacionado ao
somatorio dos congéneres 138, 153 e 180, enquanto o
somatorio das medianas no presente estudo foi realizado
com os valores dos cinco congéneres estudados. Porém,
estudos mais recentes realizados nos Estados Unidos e
Canada*»** reportam valores de médias bem inferiores a
todos os demais, demonstrando que hd uma tendéncia
a ocorrer um declinio nos niveis de PCBs em seres
humanos com o passar dos anos.

Em relacio a estudos realizados no Brasil,
somente um trabalho foi encontrado dentre a literatura
consultada. Este foi realizado com 33 pessoas residentes na

375



Mozzaquatro JO, Mohr S, Duarte MMME, Costabeber IH. Bifenilos policlorados em soro de homens e sua relagdo com o nivel de antigeno
prostatico especifico. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(2):372-77.

Tabela 3. Concentragdes médias dos PCBs (ng.mL") em soro de homens que apresentaram indices de antigeno prostatico especifico (APE) <

2,6 ng.mL, entre 2,6 ¢ 4,0 ng.mL"' e > 4,0 ng.mL"

APE < 2,6 (n=16)

APE 2,6 < x < 4,0 (n=3)

APE > 4,0 (n=5)

PCBs Média DP Média DP Média DP
28 0.05 0.00 0.05 0.00 0.05 0.00
52 0.05 0.00 0.05 0.00 0.05 0.00
153 0.40 1.51 0.59 0.94 1.04 0.68
138 0.89 1.76 2.57 2.16 1.85 1.78
180 0.35 1.65 0.47 0.74 1.31 1.20
YPCBs 1.74 3.73 4.30
DP: Desvio-padrao
regido metropolitana do Rio de Janeiro, ndo encontrando REFERENCIAS

amostras contaminadas com PCBs”. Porém, o limite
de detec¢ao do método utilizado foi de 2 ng.mL", valor
superior ao do presente estudo (0,1 ng.mL").

Na Tabela 3, apresentam-se as concentragdes
médias dos PCBs em soro de homens segundo a
concentra¢do de APE detectada, em que observa-se que
os niveis de PCBs aumentaram na mesma propor¢do dos
valores de APE. No grupo com APE > 4,0, a concentragao
de PCBs apresentou-se maior do que o dobro da
apresentada no grupo com APE < 2,6. Estes dados,
porém, devem ser vistos com cautela, pois as diferengas
ndo foram estatisticamente significativas.

Como ndo foram encontrados outros estudos
na bibliografia consultada relatando diretamente a
contamina¢do de amostras de soro e sua relagdio com
niveis de APE e cAncer de prdstata, uma maior discussdo a
respeito dessa associa¢do torna-se dificil. Todavia, pode-
se constatar que as concentracdes de PCBs encontradas
estdo proximas das reportadas nos estudos realizados
na Itdlia’** e Espanha®, paises estes que tinham
fabricas de PCBs e apresentam, teoricamente, uma
maior probabilidade de contaminagdo da populagdo. As
elevadas concentragdes de PCBs reportadas no presente
estudo podem estar relacionadas, em especial, aos habitos
alimentares desses homens, pois, na mesma regidao de
obten¢do das amostras de sangue, foram realizadas
pesquisas que relataram concentragdes de PCBs em leite,
queijo e produtos carneos. O somatdrio das médias dos
PCBs 28, 52, 138, 153 e 180 foi de 24,85 ng/g de gordura
para queijos®, de 15,5 ng/g de gordura para leites
pasteurizados® e de 31,19 ng/g de gordura para salsichas
hot dog*. Mais estudos sao necessarios para determinar
as causas desta contaminagdo, assim como novas
investigagOes a respeito da influéncia da concentragao de
PCBs nos niveis de APE em soro de homens.
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RESUMO

Os oleos essenciais encontrados em plantas medicinais, aromdticas e condimentares tém interessado
as industrias alimenticias, pelas suas propriedades antimicrobianas contra bactérias deteriorantes e/ou
patogénicas. No intuito de avaliar o efeito inibitério dos dleos essenciais da casca e da folha de Citrus
limonia Osbeck (limao-cravo), Citrus aurantifolia (Chrst.) Swingle (limao-galego) e Citrus latifolia Tanaka
(limao-tahiti), foram realizados experimentos, utilizando-se a técnica de cultura de difusdo em placa
de agar com as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e levedura
Candida utilis. Para o fungo Penicillium expansum, foram realizadas culturas em placas-padrdao com e
sem a presencga dos 6leos. Nos ensaios in vitro, os 6leos essenciais testados promoveram inibi¢ao de todos
0s micro-organismos testados, e os maiores halos ocorreram sobre a levedura C. utilis. Nas bactérias, os
6leos induziram melhor inibi¢ao sobre S. aureus do que em E. coli e P. aeruginosa. O efeito inibitério dos
6leos de citros foi eficaz sobre o fungo P. expansum, exceto o 6leo de limdo-cravo, que mostrou efeito
estimulante de crescimento. Os 6leos essenciais analisados demonstraram efeito inibitério sobre os micro-
organismos avaliados.

Palavras-chave. esséncias vegetais, limao, bactérias, fungos.

ABSTRACT

The food industries show interest for the essential oils found in medicinal, aromatic and seasoning plants,
as they contain antimicrobial activity against the decaying and/or pathogenic bacteria. In this study, the
inhibitory properties of essential oils extracted from the rinds and the leaves of Citrus limonia Osbeck
(Cravo-lemon), Citrus aurantifolia (Chrst.) Swingle (Galego-lemon) and Citrus latifolia Tanaka (Tahiti-
lemon) were assessed on Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, and
Candida utilis yeast. This experiment was performed by means of agar dish diffusion technique; the culture
in plates-standard technique with and without the presence of oils was used for Penicillium expansum
fungus. In the agar diffusion assays, the analyzed essential oils promoted the inhibition of all of the tested
microorganisms; and the major inhibition haloes were detected on Candida utilis yeast. As for bacteria,
the oils induced better inhibition on Staphylococcus aureus than on Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. The inhibitory effect of the citros oils was effective on Penicillium expansum fungus; excepting
Cravo-lemon oil which showed a growth-stimulating effect. The oils evaluated in this study showed to
have inhibitory effect on the analyzed microorganisms.

Keywords. plant essences; lemon; bacteria; fungi
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INTRODUCAO

O uso de dleos essenciais em alimentos vem
ganhando importancia devido ao fato de apresentarem
componentes naturais, evitando-se o uso de aditivos
sintéticos, deterioragdes, oxidagdes e o desenvolvimento
de micro-organismos, demonstrando eficiéncia nas
fun¢des antioxidantes, anti-radicais, tais como: os
carotenoides e diterpenos fenois presentes em oleos
como orégano, alecrim e coentro, e antimicrobianas em
alimentos'.

Os oOleos essenciais apresentam atividade
antimicrobiana sobre grande numero de bactérias
deteriorantes e patogénicas, incluindo espécies resistentes
a antibidticos. Eles podem apresentar acdo tanto sobre
bactérias Gram-positivas, quanto Gram-negativas e,
ainda, leveduras e fungos filamentosos micotoxigénicos
e deteriorantes®”.

A produgao do género Citrus (limao), além
de destinar-se ao consumo in natura e a industria de
sucos, destina-se também a extracdo do dleo essencial
contido em sua casca. Este dleo é comumente utilizado
por industrias de bebidas, refrigerantes, cosméticos,
esséncias aromaticas e culinaria, entre outras*.

Pesquisas limitadas tém sido realizadas sobre
os dleos essenciais de espécies Citrus, em termos de seu
uso como agente antimicrobiano em alimentos. Porém,
esses compostos tém demonstrado possuir propriedades
antimicrobianas potenciais nao somente sobre leveduras
e bactérias produtoras de esporos, mas também sobre
bactérias que causam deterioracdo em alimentos®.

Os alimentos podem apresentar diversos micro-
organismos, muitas vezes patogénicos, os quais poderao
sintetizar substancias tdxicas, prejudiciais se ingeridas
pelo homem ou animal, ou também deteriorantes,
causando diversos prejuizos para as industrias.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito
inibitério dos 6leos essenciais extraidos da casca e da
folha de Citrus limonia Osbeck (limdo-cravo), Citrus
aurantifolia (Chrst.) Swingle (limao-galego) e Citrus
latifolia Tanaka (limao-tahiti) sobre o crescimento de
bactérias e fungos.

MATERIAL E METODOS

Extragiao dos dleos essenciais
Os Obleos essenciais de Citrus limonia Osbeck
(limao-cravo), Citrus aurantifolia (Chrst.) Swingle

(limao-galego) e Citrus latifolia Tanaka (limao-tahiti)
utilizados foram extraidos no Laboratério de Quimica
Organica do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). As folhas e limdes destinados
a obtengdo de oleos essenciais foram obtidos no pomar
da UFLA. Os frutos foram descascados e as cascas e
folhas foram picadas em quadrados pequenos.

Os bleos essenciais foram extraidos pelo método
de hidrodestilagdo, empregando o aparelho de Clevenger
modificado®. Utilizaram-se 500 gramas de folha e de casca,
separadamente, para cada extra¢do de cada variedade de
limao. O material foi acondicionado em bal6es de 6 litros
e mantido em ebuli¢do, a temperatura constante, por 3
horas. Decorrido esse tempo, o hidrolato foi coletado
e centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal
a 965,36 x g, por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada
do hidrolato, adicionando-se sulfato de sédio anidro a
fase organica e levando-se a centrifugacio novamente
para a obtencio do 6leo puro. Os dleos essenciais foram
armazenados protegidos da luz, a 4 °C.

Micro-organismos utilizados

As analises microbioldgicas empregando-se
6leos essenciais foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia
dos Alimentos da UFLA.

Para avaliacdo in vitro do efeito antimicrobiano
dos dleos obtidos da casca e folha de Citrus limonia
Osbeck (limdo-cravo), Citrus aurantifolia (Chrst.)
Swingle (limao-galego) e Citrus latifolia Tanaka (limao-
tahiti), foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853, Candida utilis CCT 3469 e
Penicillium expansum CCT 4680.

Preparagao do indculo

Foram utilizadas culturas das bactérias mantidas
em meio de congelamento (glicerol 125 mL, extrato de
levedura 1,5 g, peptona bacteriolégica 2,5 g, NaCl 2,5
g, 1 litro de dgua destilada) e da levedura em meio YW
(extrato de levedura 3 g, extrato de malte 3 g, peptona
bacterioldgica 5 g, glicose 10 g, agar 15 g e 1 litro de agua
destilada), acrescidas de glicerol, ambas estocadas a 4 °C
e do bolor em meio batata dextrose agar (BDA), estocado
a25°C.

As cepas de bactérias e levedura foram reativadas
inoculando-se uma al¢ada em tubos contendo caldo
infusdo cérebro coragdo (BHI); as culturasde S. aureuse E.
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coli foram incubadas, por 24 horas, a 37 °C e P. aeruginosa
e C. utilis, a 28 °C, pelo mesmo periodo. Aliquotas de
1,0 mL das culturas foram transferidas para microtubos
e centrifugadas, a 735 x g por 15 minutos (centrifuga
modelo 5415 C). Ap6s separagao, 10 pL das células foram
coletadas do pellet formado e inoculados em 200 mL de
caldo BHI. O crescimento de cada cepa foi acompanhado
pela determinagdo da densidade dptica, a 620 nm, a cada
2 horas, da cultura e do nimero de unidades formadoras
de colonias por mL (UFC/mL), empregando-se a técnica
de plaqueamento em microgota. As culturas de S. aureus
e P. aeruginosa foram plaqueadas em dgar para contagem
padrao (PCA), E. coli em agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) e C. utilis em agar YW. Com os resultados obtidos
de absorbancia e UFC/mL de cada micro-organismo,
foram elaboradas curvas padroes.

Efeito inibitorio dos 6leos essenciais sobre bactérias e
leveduras

A atividade antimicrobiana dos 6leos foi testada
pelo método de difusdo em agar por cavidade em placa’®.
Adicionou-se uma suspensdo padronizada (5,88 x 108
UFC/mL para S. aureus; 8,66 x 108 UFC/mL para E. coli;
3,31 x 10®* UFC/mL para P. aeruginosa; 8 x 10° UFC/mL
para C. utilis) dos micro-organismos a 10 mL de agar
Miieller Hinton (bactérias) e agar YEPG (em g/L: extrato
de levedura 10; peptona bacterioldgica 20; glicose 20;
agar 15) (levedura), a temperatura de 45 °C, obtendo-se
a concentragdo final de 10® UFC/mL para bactérias e 10°
UFC/mL para levedura, homogeneizando-se a mistura
depositada imediatamente sobre uma camada (10 mL)
do mesmo agar ja solidificado. Os slots foram feitos
na superficie do 4gar, com auxilio de pérolas de vidro,
retiradas previamente. Aliquotas de 8 uL de cada diluigao
dos 6leos essenciais foram depositadas nos slots. Foram
utilizadas as concentragdes de 10, 20, 40, 80 e 160 uL/
mL de cada dleo, diluidas em etanol. As placas foram
vedadas com filme plastico e incubadas em BOD, a 37
°C (S. aureus e E. coli) e 28 °C (P. aeruginosa e C. utilis),
por 48 horas. Foram medidos os diametros dos halos de
inibicdo formados, com auxilio de um paquimetro, e o
etanol foi utilizado como controle negativo. As analises
foram realizadas em triplicata.

Efeito inibitorio dos dleos essenciais sobre Penicillium
expansum

Foram avaliados os efeitos fungicidas dos dleos
essenciais de Citrus nas concentragoes de 0,25, 0,5, 1,2 e
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4 uL/mL. Foram observados o crescimento e ou a inibigao
micelial da cultura fingica, por meio de comparagao com
placa-padréo (sem 6leo)’.

Foram adicionadas, em 10 mL de agar BDA,
as diferentes concentracdes dos oOleos essenciais,
homogeneizando-se a mistura depositada imediatamente
sobre uma camada (10 mL) do mesmo agar ja solidificado.

O indculo, constituido por um disco de micélio
com o fungo P. expansum, de 8 mm de didmetro, foi
transferido para o centro das placas. As placas foram
vedadas com filme plastico e incubadas, em BOD, a 25
°C, por 7 dias.

As avaliagdes foram realizadas por meio de
medi¢oes diametralmente opostas do crescimento
micelial. As andlises foram realizadas em triplicata.

Analise estatistica

Para os micro-organismos, S. aureus, E. coli,
P aeruginosa e C. utilis, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em um esquema fatorial
(3 x2x5),sendo trés 6leos C. limonia, C. aurantifolia e C.
latifolia, dois locais (casca e folha), cinco concentragdes
(10, 20, 40, 80 e 160 pL/mL) com trés repeticdes e mais
um tratamento adicional (testemunha), totalizando 108
observacoes.

Em se tratando do fungo P. expansum, a analise
estatistica foi conduzida considerando-se a natureza
dos residuos como aproximadamente normal, ou seja,
violando-se a pressuposi¢ao de normalidade que garante
a exatiddo dos testes. Isso pode alterar as taxas de erro
tipo I (probabilidade de rejeitar a hipdtese nula, dado que
ela é verdadeira e é representada por a) e as de erro tipo
II (probabilidade de nao rejeitar a hipotese nula, dado
que ela ¢ falsa e é representada por ) de forma negativa.
Portanto, as conclusoes tiradas para essa variavel devem
ser tiradas com ressalvas.

Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em um esquema de andlise fatorial
(3 x 2 x 5), sendo trés dleos (limido-cravo, limio-
galego e limao-tahiti), dois locais (casca e folha), cinco
concentragdes (0,25, 0,5, 1, 2 e 4 pL/ mL) com trés
repeti¢des e mais um tratamento adicional (testemunha),
totalizando 93 observacoes.

Os programas estatisticos utilizados foram o
SASv.8.2 1 e o Sisvar'!. Quanto a andlise de variincia, as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey e pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito inibitorio dos oleos essenciais de citros sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa

Os halos de inibigdo produzidos pelos 6leos
essenciais de Citrus limonia Osbeck (limio-cravo),
Citrus aurantifolia (Chrst.) Swingle (limao-galego)
e Citrus latifolia Tanaka (limao-tahiti), da casca e da
folha, em placas contendo as bactérias E. ATCC 8739, S.
aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa ATCC 25853, foram
medidos, revelando efeito inibitério dos 6leos.

Os dleos essenciais estudados foram mais eficazes
em inibir o crescimento de S. aureus (Tabela 1). E. coli
(Tabela 2) e P aeruginosa (Tabela 3) se mostraram
mais resistentes a atividade antimicrobiana dos dleos.
Resultados encontrados por Fisher e Philips® também
mostram a maijor eficiéncia dos dleos essenciais de
Citrus sobre as bactérias Gram-positivas do que sobre as
bactérias Gram-negativas nos testes in vitro. Resultados
similares sdo encontrados para os mais diversos oleos
essenciais e micro-organismos'>'>',

Varios trabalhos demonstraram que, embora os
6leos essenciais sejam efetivos em inibir tanto bactérias
Gram-positivas quanto Gram-negativas, a presenca
da membrana externa nas bactérias Gram-negativas
as torna menos susceptiveis a algumas substancias.
Esse fato decorre do carater hidrofébico da membrana
celular externa dessas bactérias, que atua como barreira
a permeabilidade de varias substincias ou devido ao
tamanho de suas porinas, a qual varia entre os micro-
organismos'>".

Com base nos resultados obtidos neste
experimento, a analise de variancia se mostrou

significativa para as concentragdes e para a interagao
entre o d0leo e o local de extracdo (casca e folha) (p <
0,05). Pelos dados descritos na Tabela 1, observa-se que,
ao considerar os dleos obtidos da casca de limao-galego
e do limao-tahiti, estes demonstraram maior inibicao
do crescimento bacteriano que o 6leo de limédo-cravo;
porém, ja os 6leos obtidos da folha nao apresentaram
significativa variagilo em nenhum dos 6leos, mas
apresentaram sensibilidade aos oleos essenciais. Na
Tabela 1, observa-se que, para o limao-cravo, o dleo
obtido da folha promoveu maior halo de inibicao que o
da casca; para o 6leo de limao-galego, tanto o da casca
quanto o da folha ndo tiveram diferenca estatistica
entre eles; ja para o 6leo de limao-tahiti, o 6leo da casca
promoveu maijor inibigdo da bactéria que o dleo da
folha (P<0,05).

Changetal.'*verificaramaatividadeantibacteriana
do dleo da folha de Cinnamomum osmophloeum e
seus constituintes sobre nove espécies de bactérias e
observaram concentra¢io inibitéria minima (MIC) para
folha de 500 pL/mL sobre K. pneumoniae e Salmonella
sp.» € 250 ug/mL sobre as outras sete espécies de bactérias.
Quando utilizou-se apenas o padrdo de cinamaldeido, os
MICs sobre E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus, S.
epidermidis, MRSA, K. pneumoniae, Salmonella sp. e V.
parahemolyticus foram de 500, 1.000, 250, 250, 250, 250,
1.000, 500 e 250 pg/mL, respectivamente.

Pelos dados da Tabela 2, observa-se que, quando
comparados os 6leos obtidos da casca, o 6leo da casca do
limao-galego apresentou maior halo de inibi¢ao que os
6leos da casca do limdo-tahiti e do limao-cravo. Ja para a
folha, todos os dleos testados ndo apresentaram varia¢ao
significativa, porém, todos promoveram formagao do
halo, segundo a andlise de varidncia que se mostrou

Tabela 1. Resultados médios do efeito inibitorio dos 6leos essenciais de Citrus (casca e folha) sobre Staphylococcus aureus

Formagao do halo de inibi¢ao (mm)

C. aurantifolia C. aurantifolia C. limonia C. limonia C. latifolia C. latifolia
Concentragao (limao-galego) (limao-galego) (limao-cravo) (limao-cravo) (limao-tahiti) (limao-tahiti)
(uL/mL) folha casca folha casca folha casca
(médias*) (médias*) (médias*) (médias*) (médias*) (médias*)
0 3,74 3,34 3,34 3,34 3,74 3,34
10 7,8° 7,7° 7,3¢ 6,8¢ 7¢ 8,2b
20 8,2" 8,7* 9 7,3¢ 7,6" 8,3"
40 8b 8,2° 8,7° 7,7° 8,2° 8,7°
80 8,7% 8,8* 8,8% 8,2% 8,5* 9?
160 92 9,3? 9,7° 7,8° 8,72 9,72

Zona de inibicdo em mm, incluindo o didmetro do slot. Didmetro do slot, 3 mm.
*médias seguidas da mesma letra minuscula, na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Resultados médios do efeito inibitorio dos dleos essenciais de Citrus (casca e folha) sobre Escherichia coli

Formagio do halo de inibi¢ao (mm)

1 C. aurantifolia  C. limonia C. limonia C. latifolia C. latifolia
- C. aurantifolia folha
Concentragao (uL/mL) (médias®) casca folha casca folha casca
(médias*) (médias*) (médias*) (médias*) (médias*)
0 3,3¢ 3,7¢ 3,7¢ 3,3¢ 3,3¢ 3,3¢
10 6,2° 6,8* 6,3° 5,7° 6,2° 6°
20 6,3" 7,8° 6,8° 5,8° 6,3" 7*
40 6,7% 7,3* 7,8* 6,3 6,7* 6,5*
80 7° 7,8° 7,32 7* 7° 6,7*
160 7,5* 8,2% 8,5* 7,5% 7,2% 6,3°

Zona de inibi¢do, em mm, incluindo o didmetro do slot. Didmetro do slot, 3 mm.
*médias seguidas da mesma letra minuscula, na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

significativa para as interagdes entre o dleo e o local e o
6leo e a concentra¢io (p < 0,05).

Duarte et al.'” verificaram a atividade de
6leos essenciais de folhas de 29 plantas medicinais
normalmente usadas no Brasil sobre E. coli e observaram
que o 6leo de Cymbopogon martinii exibiu um amplo
espectro de inibi¢do e apresentou forte atividade (MIC
entre 100 e 500 pg/mL) sobre 10 dos 13 tipos de E. coli,
sendo trés enterotoxigénicas, duas enteropatogénicas,
trés enteroinvasivas e duas produtoras de shiga toxina
(STEC).

Pelos dados da Tabela 2, pode-se observar que
os efeitos dos 6leos essenciais obtidos das folhas para o
limdo-cravo e o tahiti foram maiores que os obtidos da
casca. Para o limao-galego, a casca apresentou melhor
resultado que a folha. Ja em relacdo as concentracdes,
os Oleos essenciais de limdo-cravo, tahiti e galego
ndo apresentaram significativa variacdo na indugdo
de formagdo de halo nas concentracdes de 10, 20, 40
e 80 uL/mL. Para a concentragdo de 160 pL/mL, os
6leos essenciais de limao-tahiti e galego apresentaram
melhores resultados de inibi¢ao do crescimento de E. coli
que o 6leo do limio-cravo.

A consténcia nos resultados observados entre os
micro-organismos testados provavelmente ocorre devido
ao etanol utilizado na diluicdo dos 6leos. Esse solvente
pode alterar a entrada do 6leo na célula bacteriana,
facilitando sua difusdo em maiores dilui¢des, porém,
pouco se conhece a respeito da acdo do 6leo sobre a
estrutura bacteriana'®.

Com base nos resultados obtidos neste
experimento, a analise de variancia se mostrou
significativa para os dleos, locais e concentragdes e nao
foi significativa para nenhuma das interagées (P<0,05).

Nakamura et al.'” estudaram a atividade
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antibacteriana do 6leo essencial de Ocimum gratissimum
L. e verificaram que o mesmo inibiu S. aureus a uma
concentragao de 0,75 pg/mL. A concentragdo inibitéria
minima (MIC) para Shigella flexineri, Salmonella
enteritidis, E.a coli, Klebsiella sp. e Proteus mirabilis
estavam em concentragdes que variam de 3 a 12 pug/mL.
O ponto final nao foi alcancado para P. aeruginosa (=24
mg/mL).

De acordo com os dados da Tabela 3, observa-se
que o oleo essencial de limao-galego apresentou maior
inibicao sobre P. aeruginosa do que os demais dleos
testados. Comparando-se a atuacio inibitéria dos 6leos
da folha e da casca, observa-se que os 6leos essenciais
obtidos da folha dos citros apresentaram maior inibi¢ao
do crescimento de P. aeruginosa, quando comparados
com os 6leos obtidos da casca, o que pode ser explicado
provavelmente pela maior variabilidade dos constituintes
quimicos presentes nas folhas em relagao a casca*.

Varios fatores influenciam os resultados
obtidos. Dentre eles, podem ser citados a época de
colheita da planta, a localizagao geografica e o método
de extracio do oleo essencial. Outro fator que pode
influenciar drasticamente nos resultados obtidos ¢é a
metodologia empregada para avaliagdo. Normalmente,
os resultados diferem nessa metodologia; sendo assim,
dificil a comparagido entre os resultados*'*. Uma outra
metodologia empregada é a do disco difusdo, e esse
método é um dos mais adequado para se trabalhar com
6leos extraidos com solvente organico.

Efeito inibitério dos o6leos essenciais de citros sobre
Candida utilis

Os Oleos essenciais limdo-cravo, limao-galego
e limdo-tahiti, casca e folha, apresentaram niveis
significativos de inibigdo sobre o micro-organismo
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Tabela 3. Resultados médios do efeito inibitério dos dleos essenciais de Citrus (casca e folha) sobre Pseudomonas aeruginosa

Formagio do halo de inibi¢do (mm)

C. aurantifolia

C. limonia C. limonia C. latifolia C. latifolia

((J:;;::ll;traqao folha ¢ au:;z:;:ﬁ;lslf)casca folha casca folha casca
(médias*) (médias*) (médias*) (médias*) (médias*)

0 3,3¢ 3,7¢ 3,3¢ 3¢ 3,7¢ 3,7¢
10 5,37 5,3 AP 3,7¢ 5b 4,3b
20 5,7 5,7° 5° 4,3 6,2 50

40 6* 6° 5,3 4,7° 6° 5,3
80 6,3 6* 5,7 50 5,5° 5,7°
160 7? 7,3% 6* 5,3 5,3 6,2*

Zona de inibi¢do, em mm, incluindo o didmetro do slot. Didmetro do slot, 3 mm.
*médias seguidas da mesma letra minuscula, na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 4. Resultados médios do efeito inibitério dos 6leos essenciais de Citrus (folha e casca) sobre Candida utilis

Formagio do halo de inibi¢ao (mm)

Concentragdo (uL/  C. aurantifolia folha C. aurantifolia casca C. limonia C. limonia C. latifolia C. latifolia

mL) (médias®) (médias*) foll’la . cas?a. follrla. cas?a.
(médias*) (médias*) (médias*) (médias*)

0 3d 3d 3d 3d 3d 3d

10 13,3 11° 9,7¢ 7,7¢ 8,7¢ 7,7¢

20 15,7* 12,7° 11° 9¢ 11,7° 9,7

40 16,32 14,7° 12,3 11° 15° 12°

80 18° 16* 13° 12,30 15,7% 13,7

160 202 17,32 14,3" 13,7° 17,72 15,72

Zona de inibi¢do, em mm, incluindo o didmetro do slot. Didmetro do slot, 3 mm
*médias seguidas da mesma letra minuscula, na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

testado, confirmado pelos grandes diametros dos halos
de inibicao formados (Tabela 4).

Com base nos resultados obtidos neste
experimento, constata-se quehouveinteragaosignificativa
entre os 6leos, locais (folha ou casca) e concentragdes (p
< 0,05). O dleo de limao-galego, tanto da casca quanto
da folha, apresentou os melhores resultados de inibigao
do crescimento entre os 6leos em todas as concentragdes
testadas; porém, o dleo extraido das folhas apresentou
melhor inibi¢do do crescimento desta levedura.

Comparando-se a agdo inibitéria do dleo
essencial de limdo-cravo, observa-se que o 6leo da folha
promoveu melhor inibi¢ao do crescimento de C. utilis
nas concentragdes mais baixas (10, 20 e 40 uL/mL) que
o 6leo da casca do limdo-cravo. Ja para as concentragdes
mais altas (80 e 160 pL/mL), os 6leos da casca e da folha
do limao-cravo néo diferiram estatisticamente entre si (p
< 0,05).

O oleo essencial da folha do limao-tahiti
apresentou os melhores resultados de inibicdo do
crescimento para todas as concentra¢des, quando
comparado com o 6leo extraido da casca. Isto poderia ser
explicado provavelmente em virtude dos constituintes

quimicos majoritarios presentes nesta variedade de limao
estdo em maior concentra¢io na folha do que na casca®.

Sacchetti et al.” verificaram que o dleo essencial
de Cymbopogon citratus promoveu notavel inibicdo no
crescimento dasleveduras Candida albicans ATCC 48274,
Rhodotorula glutinis ATCC 16740, Schizosaccharomyces
pombe ATCC 60232, Saccharomyces cerevisiae ATCC
2365 e Yarrowia lypolitica ATCC 16617.

Tserennadmid et al.* trabalharam com alguns
Oleos essenciais, incluindo o limio (Citrus lemon), em
leveduras deteriorantes de alimentos e obtiveram um
efeito inibitério substancial sobre todas as leveduras
estudadas, mostrando um grande halo de inibi¢ao do
crescimento das leveduras S. pombe, G. candidum, P.
anomala e S. cerevisiae.

Souza et al?' trabalharam com o o6leo de
orégano (Origanum vulgare L.) e obtiveram um efeito
inibitorio substancial sobre todas as leveduras estudadas,
mostrando um grande halo de inibigdo do crescimento
das leveduras Candida albicans, Candida krusei, Pichia
minuscula e Rhodotorula rubra, com valores de MIC,
para a maioria delas, de 20 e 0,6 uL/mL.
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Efeito inibitorio dos o6leos essenciais de citros sobre
Penicillium expansum

Com base nos resultados obtidos neste
experimento, constata-se que houve interacdo
significativa entre oleos, locais (folha ou casca) e
concentragoes (p < 0,05). Pelos dados descritos na Tabela
5, pode-se observar que o 6leo da casca do limdo-cravo
promoveu o desenvolvimento micelial do fungo estudado,
ou seja, estimulou o crescimento em relagao ao controle.
Resultados semelhantes foram observados por Pereira
et al., que relataram que esse tipo de comportamento
requer um estudo especifico, por se tratar de varios
fatores, tais como: tipo de substrato, rea¢ao do fungo ao
substrato e diferentes tipos de compostos que podem
interferir sobre o comportamento do fungo.

Comparando-se a atuagdo inibitéria dos oleos
obtidos da casca dos limdes, observa-se que o 6leo da casca
do liméo-galego apresentou maior inibigao do crescimento
micelial do fungo em todas as concentragdes em relagdo
aos demais 6leos obtidos da casca. Apenas na concentra¢ao
de 0,25 puL/ mL, o dleo da casca do limao-cravo obteve
resultado estatistico igual ao limao-galego (P<0,05).

Pela Tabela 5, pode-se observar que, quando
comparados os dleos obtidos da folha dos limdes, na
concentragao de 0,25 uL/mL, o dleo da folha de limao-
galego apresenta maior inibigdo do crescimento micelial
que os demais dleos. Na concentragao de 0,5 pL/mL, tanto
o 6leo da folha de limdo-galego quanto o de limdo-cravo
apresentaram maior inibi¢do do crescimento micelial
que o 6leo da folha do limio-tahiti. Nas concentra¢des
de 1 e 2 uL/mL, o éleo da folha do liméao-cravo foi mais
efetivo que os demais e, para a concentragao de 4 uL/mL,
os dleos ndo diferiram estatisticamente entre si; porém,
promoveram inibi¢do total do crescimento micelial do

fungo estudado.

O efeito inibitdrio dos 6leos obtidos da folha foi
maior que o efeito dos 6leos obtidos da casca, em todas
as concentra¢des testadas, para todos os 6leos (P<0,05),
isso pode ser explicado pela maior variabilidade dos
constituintes quimicos presentes nas folhas em relagdo a
casca *.

Caccioni et al.? trabalharam com os componentes
de ¢leos essenciais de frutos citricos sobre Penicillium
italicum e Penicillium digitatum e observaram que o citral
¢ o componente mais ativo sobre Penicillium digitatum.
Quando foi utilizado o 6leo essencial de limao-siciliano,
colhido em trés épocas distintas, verificaram que o 6leo
do liméo colhido em dezembro promoveu maior inibicao
dos fungos que os 6leos dos limées colhidos em fevereiro
e junho.

Sharma e Tripathi® verificaram que o dleo
essencial da casca de Citrus sinensis (L.) Osbeck
sobre Aspergillus niger promoveu a inibi¢do total do
crescimento micelial do fungo, na concentragao de 3 puL/
mL, ap6s 7 dias de incubagao.

CONCLUSAO

A atividade bactericida dos oleos essenciais
testados foi evidenciada sobre S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa; todavia, o dleo da casca do C. latifolia (S.
aureus), da casca do C. aurantifolia (E. coli) e o da folha
do C. aurantifolia (P. aeruginosa) produziram um maior
didmetro dos halos de inibicéo.

Os Oleos essenciais testados apresentaram efeito
inibitorio significativo sobre Candida utilis, tendo o 6leo
essencial da folha do C. aurantifolia promovido melhor
inibi¢ao da levedura em estudo.

Tabela 5. Resultados médios do crescimento micelial do fungo Penicillium expansum pelos 6leos essenciais de Citrus.

Crescimento micelial (mm)

~ C. aurantifolia . C. limonia C. limonia C. latifolia C. latifolia
Concentragao C. aurantifolia casca
(uL/ mL) f(’)ll'la (médias®) ff)ll.la CflS‘Ca ff)ll.la CflS.Ca
(médias*) (médias*) (médias*) (médias*) (médias*)
0 484 484 484 484 484 484
0,25 30¢ 38¢ 33¢ 38¢ 32¢ 434
0,5 27° 35¢ 27° 474 32¢ 424
1 22° 28° 200 524 23b 37¢
2 15* 20° 10? 504 172 32¢
4 82 9? 8? 454 92 152

Crescimento micelial, em mm, incluindo o didmetro do indculo. DiAmetro do indculo, 8 mm
*médias seguidas da mesma letra mintscula, na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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O efeito fungicida dos 6leos essenciais foi efetivo

sobre o fungo Penicillium expansum; porém, os dleos
essenciais das folhas dos C. limonia e C. aurantifolia
apresentaram uma melhor inibi¢do micelial do fungo.
Entretanto, o Oleo da casca do C. limonia estimulou o
desenvolvimento micelial do fungo em estudo.
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ABSTRACT

This study evaluated the sensitivity of Malassezia spp. strains, the etiologic agent of pityriasis versicolor,
to essential oil from Cymbopogon citratus. The chemical composition of the essential oil was analysed
by GC-MS, and the major constituents were: geraniol (52.80%), neral (36.65%) and myrcene (3.73%).
The minimum inhibitory concentration (MIC) of C. citratus essential oil on to 22 strains of Malassezia
spp. were determined by agar dilution technique in the presence and absence of ergosterol (50-250 pug/
mL) and sorbitol (0.8 M). Increased MIC values in the presence of ergosterol indicate an effect on fungal
membrane, and the higher MIC values in the presence of sorbitol indicate a mechanism of action on the
cell wall. The MIC ranged from 0.31 to 1.25 uL/mL and it increased fourfold in the presence of ergosterol,
regardless of concentration tested; and this fact was most likely related to the occurrence of the oil and
exogenous ergosterol complexes. No change in MIC values in the presence of sorbitol was found. These
data infer that C. citratus essential oil causes an effect on Malassezia spp. plasma membrane synthesis
by binding to ergosterol. This study contributes to the development of new antifungal drugs, especially
against Malassezia spp.

Keywords. Cymbopogon citratus, Malassezia, pityriasis versicolor, fungal infection.

RESUMO

Este estudo avaliou a sensibilidade de cepas de Malassezia spp., agente etiologico da pitiriase versicolor, ao
6leo essencial de Cymbopogon citratus. A composi¢ao quimica do 6leo essencial, obtido por hidrodestilacao,
foi analisada por CG-EM. Os constituintes majoritarios do dleo foram: geraniol (52,80%), neral (36,65%) e
mirceno (3,73%). A concentrac¢do inibitéria minima (CIM) do dleo essencial de C. citratus foi determinada
para 22 cepas de Malassezia spp. pela técnica de diluicdo em dgar, na presenca e auséncia de ergosterol (50-
250 pug/mL) e sorbitol (0,8 M). Aumento nos valores de CIM na presenca de ergosterol indica interferéncia
na membrana fungica; e valores mais elevados de CIM na presenca de sorbitol indicam mecanismo de
acao sobre a parede celular. A CIM variou de 0,31 a 1,25 pL/mL e aumentou quatro vezes na presenca
de ergosterol, independentemente da concentragao testada, fato provavelmente relacionado a formagéo
de complexo do 6leo com ergosterol exdgeno. Nao houve alteragdo nos valores de CIM na presenga de
sorbitol. Em concluséo, sugere-se que o 6leo essencial de C. citratus atue sobre a sintese da membrana
plasmatica de Malassezia spp. ligando-se ao ergosterol. Este estudo contribui no desenvolvimento de
novos antifingicos, especialmente contra Malassezia spp.

Palavras-chave. Cymbopogon citratus, Malassezia, pitiriase versicolor, infec¢ao fungica.
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INTRODUCTION

In recent years, there was a significant
increase in fungal infections worldwide, especially in
immunocompromised patients. Among fungal infections
that frequently appear are highlighted those produced by
Malassezia spp*?.

Malassezia spp. is a lipophilic yeast, which
inhabits the human skin saprophytes, but may cause
fungal infections in susceptible individuals, when using
corticosteroids, transplant recipients, patients with
cancer, diabetes and generally immunocompromised.
As most common pathologies associated are cited
pityriasis versicolor, dandruff, seborrheic dermatitis,
atopic dermatitis, folliculitis and, less frequently may be
involved in systemic infections, usually by colonization
of intravascular catheters, especially in pediatric patient
when using parental lipid-rich nutrition*”.

The treatment of infections caused by Malassezia
spp. varies with the seriousness they generally
use imidazole derivatives such as fluconazole and
itraconazole®. These skin diseases have been of concern
to researchers and pharmaceutical industry worldwide.
Besides the great problem of the many adverse reactions
to medicines available in the market can cause, there
are still two other problems: the emergence of resistant
microorganisms arising from the indiscriminate use of
antifungal agents and the issue of common relapses, for
example, in people with pityriasis versicolor>”®. Thus, it is
evident that the development of new antifungal agents is
a necessary strategy to overcome problems encountered
in treating these diseases’.

In this regard, several studies aim new sources
of substances with antimicrobial activity, with fewer
side effects, low cost, greater safety and efficacy for the
population. In part, this search is oriented to the use of
medicinal plants and their respective isolate secondary
metabolites'™!. Among plants used for medicinal
purposes herbs are a prominent group of plants, mainly
for its essential oils'2.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf is a perennial
herb, popularly known in Brazil as “holy grass” and
worldwide as “Lemongrass” It is a plant native to India
and cultivated in the tropics and subtropics. Several
studies have reported the antimicrobial activities of its
oil against different Gram positive and Gram negative
pathogenic bacteria, yeasts and filamentary fungi'®"*®.
Some components of the essential oil of C. citratus

have been reported, such as myrcene and citral. Some
authors attributed the oil’s antimicrobial properties to
the presence of citral in its composition'’. Based on the
information about antimicrobial properties of essential
oil of C. citratus, this study evaluated its antifungal
activity against Malassezia yeasts.

MATERIAL AND METHODS

Botanical Material

Essential oil of C. citratus acquired from Tekton
Essential Oils LTDA, whose chemical analysis certificate
was issued by the University of Caxias do Sul (Brazil),
under no. 019/08.

Essential Oil analysis

Analysis of the oil was performed on Shimadzu
GC-17A/ MS QP5050A (GC/MS system): OV-5 capillary
column (30 m x 0.25 mm id, 0.25 pm film thickness);
carrier gas: helium 1,7 mL/min; column inlet pressure
48,7 kPa; linear velocity = 36.0 cm/sec; total flow 50 mL/
min; carrier flow 24 mL/min; injector temperature 250
°C; detector temperature 280 °C; column temperature
40 (2 min) - 180 °C (1 min) at 4 °C /min, then 180-280
°C at 10 °C /min (10 min). Mass spectrometer operating
conditions 70 eV ionization energy. Identification of
Individual components was based on their mass spectral
fragmentation using two computer library MS searches
(wiley 229), retention indices and comparison with
literature data'®.

Synthetic antifungal agent

In the study on antifungal activity of essential oils
the ketoconazole disc was used as the standard at 50 pg/
mL concentration, obtained from the Center for Disease
Control and Diagnostics Products - CECON/Sao Paulo.

Fungal species

Twenty two strains of Malassezia were isolated
and identified from clinical samples from patients
attending the dermatology clinic of University Hospital
Lauro Wanderley, Federal University of Paraiba (ethics
committee no. 0037), as described by Erchiga et al®.
Identified species were maintained in Mycosel medium
supplemented with olive oil and ox bile. Cultures were
incubated and maintained at 32 °C%.
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Inoculum

From the recent crops and kept in the Mycosel
medium with olive oil and ox bile for seven days at 32
°C, the inoculum was prepared and standardized in
sterile saline solution. Initially a comparative suspension
with tube 0.5 Scale of McFarland was prepared and cell
count in a Neubauer chamber. It was adjusted in the
spectrophotometer (Leitz-Fhotometer 340-800 nm) to
contain about 10° CFU/mL?*".

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The MIC determination of essential oil of C.
citratus was performed by the agar dilution technique
proposed by Hadacek and Greger” with some
modifications. For the technique, originally Petri dishes
were prepared (Petri-Dispo’) with 21 mL of culture
medium (Mycosel, ox bile and olive oil), plus the essential
oil of C. citratus at 20-0.16 puL/mL concentrations,
according to Allegrini et al”. Subsequently, 10 uL of
fungal inoculums were inoculated on the surface of the
solidified culture medium. The system was incubated at
32 °C for seven days. After the appropriate incubation
time, the reading was carried out. MIC was defined as
the lowest oil concentration able to inhibit fungal growth
visually. Tests were performed in duplicate and the
geometric mean of results was calculated. MIC, values
were interpreted as the MIC at which there was 90%
inhibition growth of strains tested**. Feasibility controls
were also performed, only with the microorganisms in
the medium and positive, in which the organism was
challenged with the antifungal drug ketoconazole at 50
pg/mL concentration.

Sorbitol Bioassay

The test to determine the MIC of essential oil of
C. citratus was performed as previously described, but 0.8
M sorbitol was added to the medium as osmotic support.
Plates were incubated for seven days at 32 °C®. It is
considered as mechanism of action of the compounds on
fungal cell wall if the compounds MIC in the presence
of sorbitol are higher than in its absence. Tests were
performed in duplicate and the geometric mean of results
was calculated®.

Ergosterol Bioassay

Parallel to the determination of MIC, it is also
determined the MIC in the presence of different ergosterol
concentrations (50-250 pg/mL) from Sigma-Aldrich’. It
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is considered as mechanism of action of the compounds
on fungal plasma membrane when the compound’s MIC
in the presence of ergosterol is greater than in its absence.
Tests were performed in duplicate and the geometric
mean of results was calculated””*.

RESULTS AND DISCUSSION

The GC-MS analysis of C. citratus essential oil
resulted in the identification of 8 components (Table 1).
Geranial, neral and myrcene are the major components,
representing over 90% of phytochemicals. These results
confirm previous studies performed by Kasali et al.”” and
Andrade et al*.

Table 1. Chemical Composition of the Essential Oil of C. citratus

Constituents Rt*(min) (%)
6-methyl-5-hepten-2-one 9.72 1.97
myrcene 10.00 373
a-terpinolene 13.94 0.80
Neral 19.12 36.65
trans-geraniol 19.63 2.15
Geranial 20.20 52.80
2-octanone 20.97 1.10
2-undecanone 27.75 0.79

*Retention time

Due to some difficulties related to the growth
of Malassezia spp. using conventional media such as
Sabouraud dextrose agar and RPMI - 1640, because of
the lipophilic character of this yeast, the technique of agar
dilution proposed by Hadacek and Greger* was modified
using the Mycosel medium plus oil 1% olive oil. In Table
2 are recorded the MIC results of the essential oil of C.
citratus on strains of the genus Malassezia determined
by the agar dilution technique. There was MIC values
ranging from 0.31 to 1.25 pL/mL, depending on the
Malassezia species tested.

Results found for the oil of C. citratus corroborate
previous studies on the antimicrobial potential of this
plant product. Antimicrobial activities of the essential
oil of C. citratus were attributed to citral in a study
conducted by Guerra et al’’. The myrcene did not show
antimicrobial activity, but when combined with citral it
has potentiated its effect®.

In 2003, Belém et al.** performed a chemical and
antifungal evaluation of natural and synthetic products
against Malassezia furfur. In this study, the oil of C.
citratus inhibited strains of M. furfurin all concentrations.
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Table 2. Antifungal activity of C. citratus essential oil on strains of Malassezia spp.

Microorganisms MIC range (uL/mL)* MIC,, (WL/mL)* Viability ControlKet (50 ug/ml)
M. sympodialis (N=12) 1.25-0.15 1.25 + -
M. furfur (N=6) 0.62 - 0.15 0.62 + .
M. globosa (N=2) 0.62 - 0.31 0.62 + -
M. obtusa (N=1) 0.62 0.62 + -
M. slooffiae (N=1) 0.31 0.31 + -

*Results expressed as geometric mean of two experiments; (+) presence of fungal growth; (-): absence of fungal growth; ket: ketoconazole.

Table 3. MIC values of C. citratus essential oil on strains of Malassezia spp in the presence and absence of sorbitol (0.8M).

Microorganisms Essential oil (uL/mL)* Essential oil + sorbitol* Sorbitol Control Viability
M. sympodialis LM-02 1.25 1.25 + +

M. furfur LM-06 0.62 0.62 + +

M. obtusa LM-01 0.62 0.62 + +

M. globosa LM-02 0.31 0.31 +

M. slooffiae LM-01 0.31 0.31 +

*Results expressed as geometric mean of two experiments; (+) presence of fungal growth; “Viability without sorbitol.

The MIC was achieved at a 0.25% concentration with
halos on average 10 mm in diameter and at this same
concentration there was 80% inhibition of its strains.

The activity of the essential oil C. citratus was
investigated against other yeasts, such as those of the
genus Candida isolated from nosocomial infections. To
conduct the study were analyzed 24 isolates of Candida
albicans and 15 isolates of Candida tropicalis originated
from patients with suspected nosocomial infection
and a standard strain of C. albicans ATCC 10231, by
agar diffusion technique. The essential oil of C. citratus
showed antifungal activity against 100% of isolates at
25% concentrations'.

Confirming the antifungal potential of essential
oil of C. citratus, we carried out a research to investigate
possible mechanisms of action. Considering a possible
interference of the essential oil in fungal cell wall, the
essential oil was tested by the sorbitol bioassay. In Table 3,
are exposed the MIC values of essential oil of C. citratus
in the presence of 0.8 M sorbitol osmotic protector and
as can be seen, sorbitol did not protect cells from the
inhibitory effects of the essential oil, suggesting another
mechanism.

This research the mechanism of antifungal
action does not involved interaction with the cell wall
and similar results using the same methodology were
observed by Pereira®* where it was ruled out the essential
oil of Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor as acting on

the cell wall, whereas unchanged MIC values for oil in the
presence and absence of sorbitol versus dermatophytes of
the genus Trichophyton.

o~
T

MIC (ug/ML)

[\

0 M. obtusa LM-01 M. obtusa LM-06 M. obtusa LM-02

Il Control [] E50 pg/mL
B E150 pg/mL M E250 pg/mL

Figure 1. MIC values of C. citratus essential oil on strains of Malas-
sezia spp in the presence and absence of several concentrations of
ergosterol (E). The results are expressed as geometric mean of two
experiments

Moreover, Frost et al.*® evaluating the activity
of inhibitors of cell wall as papulacandin B (inhibitor of
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B-1, 3 glucan biosynthesis) against strains of Candida
albicans in the absence and presence of sorbitol, found
respectively, increased MIC from 1.0 ug/mL to 250
pug/mL. Similar phenomenon occurred with a chitin
synthesis inhibitor, the Congo red, which had its MIC
increased by one hundred fold in the presence of sorbitol.

Additionally the test of ergosterol was conducted
to verify the effects of essential oil of C. citratus on cell
membrane of Malassezia strains. The MIC, before 0.31-
1.25 pL/mL, increased four times its value in the presence
of ergosterol (see Figure 1), regardless of concentration
tested. This fact can be associated with a complexion
of the oil with the exogenous ergosterol, suggesting a
possible mechanism of action on the ergosterol of fungal
membrane.

Similar studies involving the test of ergosterol
were conducted by other researchers, but with different
results. For example, in a study by Escalante et al.”” with
B Phytolaccoside isolated from Phytolacca tetramer
versus Saccharomyces cerevisiae it was observed that
the MIC was unchanged in the presence of different
concentrations of exogenous ergosterol (50-250 pg/
mL), suggesting that the B Phytolaccoside would not act
by binding to membrane’s ergosterol, but by binding to
other components of the fungal membrane whereas the
amphipathic nature of the molecule tested.

Noting the possibility of ellagic acid has activity on
fungal membrane ergosterol of Saccharomyces cerevisiae,
Silva Junior et al.?® observed MIC values in the presence
of increased concentrations of ergosterol and, due to
no changes in these values; it was suggested different
mechanism of action. Then, by testing with sorbitol, it
was found a MIC increase from 62 to 250 ug/mL in the
presence of 0.8 M sorbitol, concluding a possible action
of the acid on the synthesis of fungal cell wall.

Currently, there are drugs available for clinical
use that directly interact with ergosterol, causing
irreversible damage to the fungal cell membrane, like that
of B amphotericin®. The association of essential oil of C.
citratus with ergosterol, the main sterol present in fungal
membrane, can cause a disruption of their functions
up to cause the release of their cell constituents’. The
structure and function of plasma membrane in fungal
cells is essential for fungus survival, whereas the
occurrence of changes in the synthesis or maintenance
of cell membranes usually results in letality*. Therefore,
data found in this study prove to be quite promising.

It is observed that the essential oil of C. citratus
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may be a promising antifungal agent to improve the
treatment available, especially against Malassezia
yeasts, whereas in addition to the antimicrobial activity
observed, a possible mechanism of action on fungal
plasma membrane ergosterol was observed.
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RESUMO

A determinagdo do iodo é o marcador bioquimico mais utilizado para avaliar suas concentra¢des na urina
e ¢ indicador importante nos estudos epidemioldgicos e clinicos. Neste trabalho, foi avaliado o efeito do
uso de conservante na coleta de urina em frasco coletor, nos periodos antes (A) e ap6s (B) o almoco, e nas
amostras distribuidas em tubos com (C) e sem (S) conservante para determinar as concentragdes de iodo
e creatinina. A dosagem de creatinina foi utilizada para aferir a fungdo renal. Foram analisadas amostras
de 20 individuos entre 18 a 40 anos de ambos os sexos. Houve concordéncia nas concentra¢des de iodo
no (A), sendo o coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) = 0,769 nos tubos (C) e CCI = 0,724 nos tubos
(S), assim como entre (A) CCI = 0,941 e (B) CCI = 0,983. Nao houve concordéancia nas concentragdes
de creatinina nos tubos (C) CCI = 0,369 e (S) CCI = 0,264 nos dois periodos e, também, entre (A) (CCI
=0,916) e (B) (CCI = 0,998). Por nido terem sido detectadas variacdes nas concentragdes de iodo nas
amostras de urina, ambos os tubos, (C) ou (S), podem ser utilizados com igual confiabilidade. Nao foi
detectada variabilidade na determinacdo de iodo na amostras de urina coletadas nos periodos (A) e (B).
Palavras chave. iodo urindrio, amostra de urina, creatinina urinaria, tubos com conservante, tubos sem
conservante.

ABSTRACT

Urinary iodine determination is the mostly useful biochemical marker for evaluating their concentrations,
for conducting epidemiological and clinical studies. This investigation evaluated the effects of the
preservatives use in the urine samples collected into collector flasks before (A) and after (B) breakfast,
and in the samples distributed into tubes either containing (C) or without (S) preservative on determining
iodine and creatinine concentrations. The creatinine determination was performed to assess the renal
function. This analysis included urine samples from 20 male and female individuals aged from 18 to
40 years. Agreements in the iodine concentrations were found in samples (A) showing an intraclass
correlation coefficient (ICC) = 0.769 and ICC = 0.724 in tubes (C) and (S), respectively, and besides
between (A) CCI =0.941 and (B) ICC = 0.983. No agreement on the creatinine concentrations in the tubes
(C) ICC =0.369 and (S) ICC = 0.264 at both periods was observed, and no correlation between (A) (ICC =
0.916) and (B) (ICC = 0.998) as well. No effects was detected on the iodine concentrations in urine samples
collected at both periods (A) and (B), and using either tube (C) or (S).

Keywords. urinary iodine, urine samples, urinary creatinine, tube with preservative, tube without
preservative.

392 Rev Inst Adolfo Lutz. 2010; 71(2):392-9



Catarino RM, Pereira JM, Ferreira JE, Duarte GC, Braga PE, Maeda MYS, Santos RTM. Avaliagdo do efeito do uso de conservante e dos
diferentes momentos de coleta para a determina¢ao de iodo na urina. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(2):392-9.

INTRODUCAO

Uma adequada ingestao de iodo por meio da
dieta é exigida para a produgdo do hormonio da glandula
da tiredide e para manter um estado eutiréideo’. As
desordens causadas pela deficiéncia de iodo (DI) afetam
potencialmente 2,2 bilhoes de pessoas por todo o mundo?.
Por essa razao, o seguimento na medigdo da ingestdo de
iodo proveniente de alimentos e/ou medicamentos tem
relevincia clinica.

O estudo realizado por Duarte e colaboradores
avaliou, por meio da ultrassonografia, a glandula tiredide
e estudou a excrecio de iodo na urina ou ioduria (IU) de
964 criancas em idade escolar, constatou valores médios
de IU de 30 pg/dL ou 300 pg/L e 11,7%, desses escolares,
apresentavam  hipoecogenicidade do parénquima
tireoidiano a ultrassonografia. Considerando que a
hipoecogenicidade é um importante marcador de doenga
tireoideana autoimune, concluiu-se a clara rela¢do entre
o excesso de iodo e tireoidite’.

Em laboratdrio clinico, as medi¢des de iodo sdo
utilizadas para pesquisas ou estudos epidemiolégicos*?,
com o intuito de avaliar a ingestao deste micronutriente
em uma determinada populagio®’.

O Conselho Internacional para Controle
das Desordens por Deficiéncia de Iodo, da sigla
em inglés International Council for the Control of
Iodine Deficiency Disorders (ICCIDD), recomenda o
método de determinagdo do iodo urinario (IU) como
indicador epidemioldgico mais utilizado para avaliar as
concentragdes de iodo na urina, as quais refletem o iodo
ingerido na dieta*”.

Em muitos paises, a adicdo adequada de iodo na
alimentacdo é alcancada, principalmente, pela iodacio
de sal produzido para consumo humano, representando
em alguns paises desenvolvidos uma estratégia
preventiva e mandatdria®®. No Brasil, a Resolugdo RDC
n° 130, de 26 de maio de 2003, estabelece o teor de iodo
no sal para consumo humano, igual ou superior a 20
(vinte) miligramas até o limite maximo de 60 (sessenta)
miligramas de iodo por quilograma de produto.

Alguns estudos consideram que o consumo
excessivo de iodo pode conduzir inibicdo da sintese do
hormoénio da tiredide principalmente em individuos
suceptiveis', levando ao predominio do aumento das
tiroidites autoimunes'**? e ao hipertiroidismo iodo-
induzido e, como consequéncia da corre¢do do iodo",
o bécio e o hipotiroidismo iodo-induzido, descrito em

populagao que apresentou um grande consumo dietético
de iodo™.

O mecanismo de inibicdo do hormonio
tiroideano pela excessiva ingestdao de iodo ainda nao foi
amplamente elucidado"’.

Em estudos populacionais, os niveis de excre¢do
de IU refletem a dieta de iodo naquela determinada
populacdo’, e a melhor forma de se determinar a
ingestdo de iodo ¢ na amostra de urina de 24 horas, o que,
muitas vezes, é impraticavel em estudos epidemioldgico
e clinico, que frequentemente ficam sujeitos a erros na
coleta de urina por parte dos pacientes; por esse motivo,
a utilizacdo de amostra isolada'-?..

As concentracdes de IU de uma mic¢do para
outra podem ser diferentes, e, quando a determina¢ao
de iodo se realiza em amostras isoladas de urina, estas
diferencas sao compensadas relacionando-as com a
creatinina urindria, sendo expressa em iodo excretado pug
(micrograma)/g (grama) de creatinina®"’.

Informagdes recentes sugerem que o uso da
relacao (IU/Cr) ajustada por idade e sexo em uma
amostra matinal, em jejum, é semelhante a IU de 24
horas se o estado nutricional, em modo geral, for
adequado. Com isso, a excrecdo de iodo e de creatinina
urinarias, sendo diferentes nos ciclos diurnos e sazonais
consequentemente, a razdo entre iodo/creatinina pode
variar durante o dia ou época do ano*.

Mais recentemente, tem sido sugerido que a
excre¢do de IU por possuir uma variacdo diurna com
valores médios pela manhé ou das 8 as 12 horas e apos
o almogo, sugerindo que, para estudos epidemioldgicos
e no monitoramento do iodo, as amostras de urina
deveriam ser coletadas durante esses periodos*.

Sabe-se também que existem variagdes na
hidrata¢ao entre os individuos mesmo em um grande
numero de amostras, de modo que a mediana das
concentracdes das amostras se correlaciona bem com
as amostras coletadas em 24 horas. Como existe uma
variabilidade na concentracido de IU de dia para dia®,
pode-se utilizar a dosagem de creatinina para estimar a
excre¢do de iodo por dia, especialmente em individuos
desnutridos, em que a concentracdo de creatinina é
baixa.

Em estudos epidemioldgicos, a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) recomenda que a excre¢do de
IU deva ser expressa em pig de iodo por unidade de volume
ug/dL (micrograma/decilitro) ou pg/L (micrograma/litro)
de urina.
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A ingestdo de iodo ¢ considerada 6tima quando
o iodo urinario esta na faixa de 10-30 pug/dL ou 100-300
ug/L. Abaixo de 10 pg/dL ou 100 pg/L, a nutrigao de iodo é
considerada deficiente e acima de 300 pg/L é considerada
excessiva com risco de morbidades associadas** (Figura 1).

Concentragio de iodo (ug/DL) na urina

Suficiéncia 10,00 - 30,00
Deficiéncia leve 5,00 - 9,00
Deficiéncia moderada 2,50 - 4,90
Deficiéncia grave <2,50

Figura 1. Valores de referencia segundo o ICCIDD e a OMSS

Contudo, é importante salientar a realizacdo do
controle da fase pré-analitica para eliminar possiveis
interferentes na reacao de iodo seguindo determinados
procedimentos de coleta e armazenamento destas
amostras®. Quanto a fase analitica, a reacdo de iodo é
preconizada na temperatura ambiente (TA) de 20 + 2
°C, segundo a OMS. E de fundamental importéancia a
utiliza¢do de agua ultrapura no preparo dos reagentes e
solugdes. Como também em todas as etapas da reacéo,
deve-se rigorosamente tomar os devidos cuidados com
a luz direta incidindo sobre os reagentes manipulados
desde o preparo das solugdes de trabalho até o momento
da leitura no espectrofotometro para obtencdo da
concentragdo do iodo.

A dosagem de IU tem uma importante utilidade
na clinica médica: é empregada para avaliar a captagdo
cervical do iodo radioativo (**'I) apds tireoidectomia
total no tratamento de carcinoma papilifero de tireoide.
E utilizada no tratamento das deficiéncias de iodo
moderadas ocasionadas durante a gestagao: materna e
de seus recém-nascidos e também, considerando-se as
caracteristicas geograficas do territério nacional, essa
metodologia ¢ utilizada em estudos de monitoramento
do iodo em uma determinada populac¢io.

O presente estudo tem como objetivos avaliar
o efeito do uso de conservante para determinar as
concentragdes de iodo na urina e comparar sua
conservagao de acordo com os diferentes periodos de
coleta e os sistemas de armazenamento, principalmente
em se tratando de amostras isoladas.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Nucleo de
Hematologia e Bioquimica do Centro de Patologia
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do Instituto Adolfo Lutz. As amostras isoladas foram
obtidas de pacientes de consultério privado, com termo
de consentimento livre e esclarecido pelos participantes,
e o apoio clinico a todos foi provido por uma tnica
profissional.

Selecio dos pacientes

Neste estudo, foram incluidos 20 individuos
entre 18 a 40 anos, de ambos os sexos, sabidamente sem
tiroidopatias, sem doencas renais ou alteragdes na taxa
de infiltracao glomerular (avaliada pela dosagem alterada
de creatinina sérica), hematologicas, gastrointestinais ou
hepaticas ou fazendo uso de medica¢des que continham
iodo em sua formulagdo, ou dieta rica em alimentos
contendo iodo nas tltimas 72 horas.

De acordo com o protocolo desta pesquisa,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Adolfo Lutz sob o n° 004/2010, as coletas das amostras
isoladas de urina foram previamente agendadas com dia
e horarios marcados. A coleta durou o tempo necessario
para que o participante recebesse as instrugdes e realizasse
a primeira mic¢do no periodo das 8 as 11 horas (A =
antes do almoco) e a segunda micgdo, no mesmo dia, no
periodo de 12 as 14 horas (B =2 horas apds o almoco).
O material utilizado para a coleta de urina foi em frasco
coletor universal. O armazenamento das amostras de
urina pods-coleta e o transporte das mesmas até Instituto
Adolfo Lutz (IAL) foram realizados a temperatura entre
+4°Ce+8°C.

Do frasco coletor universal, foram transferidos
10 mL de urina para os tubos com conservante (C) [BD
Vacutainer - UA Preservative Tube/BD, Franklin Lakes,
NJ USA-Sterile/R] e sem (S) conservante, identificados:
AC (A = antes do almo¢o/C = tubo com conservante),
AS (A = antes do almoco/S = tubo sem conservante), BC
(B = depois do almogo/C = tubo com conservante) e BS
(B = depois do almogo/S = tubo sem conservante). O
periodo de coleta até a transferéncia das amostras para os
tubos levou aproximadamente 24 horas. Imediatamente
foi dosada a creatinina na urina dos tubos AC, AS, BC
e BS, pela reagdo cinética pelo método Jafté* com Kkit
comercial da Roche em sistema automatizado Cobas
Integra 400 (Roche Diagnostics Gmbh, Alemanha); logo
apds, os tubos foram armazenados a -20 °C para posterior
analise do IU.

A determinagdo do IU foi obtida a partir da curva
analitica, utilizando solugdes de trabalho de 2 pg/dL, 5
pg/dL, 10 pg/dL e 15 pg/dL preparada com solugao de
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iodato de potdassio para cobrir toda a faixa do ensaio, por
meio da reagao bioquimica colorimétrica recomendada
pelo ICCIDD* também considerada de baixo custo e
de execucio relativamente simples, baseada na reacio
de Sandell-Kolthoff (1937)%, modificada por Pino
(1996)* e adaptada em nosso laboratorio®®?2. A essas
solu¢des de trabalho e amostras de urina, foi adicionado
o persulfato de amonio com a finalidade de digerir os
possiveis interferentes oxidantes e redutores contidos
nessa fase da reagdo. A reagdo com esse reagente quimico
foi realizado em temperatura entre 94 °C por 30 minutos
em capela quimica de exaustdo ao abrigo da luz. Em
seguida, as solugdes foram colocadas em banho-maria a
37 °C e acrescidos os seguintes reagentes: acido arsenioso
0,2N, acido sulftrico 2,5N, agua milliQ e sulfato cérico
amoniacal.

O principio da reagdo se baseia na detecgdo
indireta do iodo pela monitoragao da reducéo do sulfato
cérico amoniacal. O iodeto presente na amostra catalisa
a redugdo do ion cérico (Ce**), amarelo, a ion ceroso
(Ce*), transparente. O resultado da reagdo da-se de
forma indireta, ou seja, a medida que o iodeto presente na
amostra é catalisado de ion cérico (amarelo) a ion ceroso
(transparente), a absorbancia apresentada é inversamente
proporcional a concentra¢ao do iodo urinario. Para a
leitura dos parametros, foi utilizado espectrofotometro
UV/VIS (HP 8453/Agilent-Modelo G1103) acoplado
a um programa de computador para a técnica de
determinag¢ao de iodo urindrio em um comprimento
de onda de 405 nm (Figura 2). Os resultados foram
expressos em pg/dL de iodo urinario.

1,4 4
1,2 -
1,0 -
0,8 4

0,6 -

Absorbancia

0,4 4

0,2 4

0,0 4

T T T T
0 10 20 30

Concentracio de iodo (pg/dL)

Figura 2. Curva de calibragao do iodo urindrio

O método da determinacio de IU foi validado
empregando-se os pardmetros de sensibilidade analitica
encontrando-se 0,5 pg/dL de iodo; especificidade
analitica de 97,4%; exatiddo de 1,03; precisio: coeficiente
de variagdo (CV) de 4,86% para a reprodutibilidade e
3,18% para a repetitibilidade e uma incerteza de medicéo
de 0,307 pg/dL*.

Todos os residuos quimicos provenientes da
rea¢do deiodo foram acondicionados seguindo as normas
do Plano de Gerenciamento de Residuos de Servigos de
Satde (PGRSS) da Institui¢ao e atendendo aos requisitos
da ANVISA - RDC/n° 306 de 12/2004 e CONAMA n°
358 de 04/2005, quanto ao armazenamento, descarte e
destino final.

O periodo de armazenamento das amostras nos
respectivos tubos para as dosagens de creatinina foi de
aproximadamente 24 horas e, para as determinac¢des do
iodo urinario, trés meses.

Analise estatistica

Os dados foram inseridos e analisados no banco
de dados dos programas estatisticos SPSS - versao 15 e
STATA 9.0 (StataCorp LP, College Station, Texas, USA).
Em seguida, realizaram-se as checagens de consisténcia
com as correcOes pertinentes.

Inicialmente, efetuou-se a andlise descritiva
das variaveis do estudo. No que tange as variaveis
quantitativas, foram feitas estimativas das medidas de
tendéncia central e de dispersao.

Para andlise de concordincia entre os valores
obtidos paraa concentragido deiodonos dois tubos de coleta
com (C) e sem (S) conservante antes (A) e apos o almoco
(B), calculou-se o coeficiente de correlagdo intraclasse da
concentra¢do de iodo em ambos os métodos e periodos
e seu intervalo com 95% de confianca. Da mesma forma,
procedeu-se com as concentracdes de creatinina.

Neste estudo, adotou-se nivel de significancia de
5%.

RESULTADOS

Dentre os 20 participantes deste estudo, 11
(55%) eram mulheres. Em média, os individuos tinham
28,9 anos de idade (desvio-padrdo = 5,2), mediana = 29
(minimo = 21 e maximo = 37).

Cada participante coletou duas amostras casuais
de urina: uma no periodo (A) e outra no periodo (B),
sendo distribuidas em dois tubos (C) e (S) conservante e
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perfazendo o total de 80 (oitenta) tubos, nos quais foram
dosadas as concentracdes de iodo e de creatinina.

Os valores normais de referéncia segundo o
ICCIDD e a OMS para a ioduria é de 10,00 ug/mL a 30,00
ug/mL (Figura 1) e para a dosagem creatinina urinaria
em mulheres de 29-226 mg/dL e homens de 40-278 mg/
dL segundo seu fabricante.

A Tabela 1 demonstra os valores encontrados
das concentrac¢des de iodo e de creatinina na urina. As
médias das concentra¢oes de iodo no periodo (A) nos
tubos (C) e (S) conservante variaram de 26,8 a 27,7 g/
dL e, no periodo (B) nos tubos (C) e (S) conservante,
variaram de 29,4 a 29,8 pg/dL. Quanto as médias das
dosagens de creatinina no periodo (A), nos tubos (C) e
(S) conservante, variaram de 103,8 a 109,1 mg/dL e, no
periodo (B) nos tubos (C) e (S) conservante, variaram de
153,8 a 154,5 mg/dL.

Tabela 1. Analise descritiva dos valores das concentracdes de iodo e
de creatinina na urina

CONCENTRACAO n-go  média (OP) mediana
(ng/dL) (min - max)

Todo

Periodo A

(C) conservante 27,7 (7,3) 29,4 (8,4 - 36,0)

(S) conservante 26,8 (9,3) 30,4 (1,4 - 36,0)

Periodo B

(C) conservante 29,8 (6,4) 32,3 (16,0 — 37,9)

(S) conservante 29,4 (6,7) 31,7 (16,4 - 36,7)

Creatinina

Periodo A

(C) conservante 103,8 (47,4) 106,0 (30 — 228)

(S) conservante 109,1 (52,2) 104,5 (30 - 226)

Periodo B

(C) conservante 153,8 (63,2) 154,0 (33 - 259)

(S) conservante 154,5 (64,1) 152,5 (33 - 260)

Periodo A: antes do almogo; Periodo B: apds o almogo; (C)=com con-
servante; (S)=sem conservante

Verificou-se que houve concordincia nas
concentragoes de iodo nos tubos (C) entre os dois
periodos (A) e (B) [apresentando um coeficiente de
correlagio intraclasse (CCI)=0,769; e um Indice de
Correla¢iao (IC) 95%: 0,511-0,901]. O mesmo ocorreu
com as concentracbes das amostras nos tubos (S)
conservantes (CCI = 0,724; IC de 95%: 0,430-0,880) nos
dois periodos de coletas (A) e (B).

Analogamente, ao compararmos os resultados
da concentracio de iodo no periodo (A) entre os tubos
(C) e (S) conservante, apresentou (CCI = 0,941; IC 95%:
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0,860-0,976), 0 mesmo ocorreu no periodo (B) entre as
amostras (C) e (S) conservante (CCI = 0,983; IC 95%:
0,958-0,993).

Quanto a dosagem de creatinina, ndo foi
observada concordincia nas concentragdes dos tubos
(C) nos dois periodos (A) e (B) apresentando (CCI =
0,369; 1C95%: 0,000-0,690). Tampouco foi observada
concordancia nas concentragdes nos tubos (S) obtidas
em ambos os periodos (A) e (B) (CCI = 0,264; 1C95%:
0,000-0,623). Entretanto, observou-se concordéancia
entre os tubos nos periodos (A) (CCI = 0,916; 1C95%:
0,803-0,965) e no (B) (CCI = 0,998; IC95%: 0,997-0,999).

Entretanto, ndo foi observada concordancia
nas concentracdes nos tubos (C) conservante nos dois
periodos (A) e (B), demonstrando (CCI=0,369; 1C95%:
0,000-0,690). Tampouco foi observada concordancia
nas concentragdes nos tubos (S) conservante obtidas em
ambos os periodos (A) e (B) (CCI = 0,264; IC95%: 0,000-
0,623).

Também foram demonstrados os resultados
obtidos para as concentracdes de iodo e de creatinina na
urina nos diferentes sistemas de armazenamento (C) e
(S) conservante segundo os periodos de coletas (A) e (B),
em que foi observada uma distribuicdo homogénea das
concentragdes tanto para iodo quanto para a creatinina,
considerando-se os valores normais para iodo e para
creatinina na urina (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Valores da concentracdo de iodo urindrio em (n = 40)
amostras de urina coletadas de pacientes em diferentes periodos: (n
= 20) antes do almogo (A) e (n = 20) ap6s o almogo (B) distribuidas
em (n = 20) tubos com conservante (C) e (n = 20) tubos sem conser-
vantes (S). As caixas contém dados entre 25% e 75% percentis com as
medianas; e os limites estdo representados por uma linha. Os valores
fora das caixas representam os valores abaixo da normalidade para
ioduria
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Figura 4. Valores da concentragao de creatinina urindria em (n = 40)
amostras de urina coletadas de pacientes em diferentes periodos: (n =
20) antes do almogo (A) e (n = 20) apds o almoco (B) distribuidas em
(n =20) tubos com conservante (C) e (n = 20) tubos sem conservantes
(S). As caixas contém dados entre 25% e 75% percentis com as media-
nas; e os limites estdo representados por uma linha. O valor fora da
caixa representa o valor acima de creatinina urinaria para mulheres

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Considerando a importancia para a satude
publica das doengas causadas tanto pela caréncia como
pelo excesso de iodo, o Instituto Adolfo Lutz como
Laboratodrio de Saude Publica, atualmente é o Unico no
pais a realizar a detec¢do de iodo na urina, e vem cada vez
mais aprimorando essa técnica®*”'>*%* A determinagido
de iodo na urina é o principal indicador bioquimico
na avaliagdo epidemiolégica da deficiéncia de iodo. O
iodo urinario é considerado o indicador mais sensivel
para mudancas recentes no aporte de iodo, sendo sua
dosagem implementada em programas de controle das
Desordens por Deficiéncia de Iodo (DDI). O padrao
ouro para medir a excre¢do urinaria de iodo é a urina de
24 horas, porém a mesma torna-se dificil e nao confiavel
para estudos epidemioldgicos, por acarretar uma série de
inconvenientes e dificuldades para o paciente na coleta de
urina®**. E um dos métodos bioquimico mais utilizado,
devido a seu baixo custo operacional e a simplicidade do
procedimento®.

Sendo assim, em estudos epidemioldgicos,
a ingestdo didria de iodo ¢ estimada por meio de uma
amostra casual de urina, ajustada ou ndo para a creatinina
urindria®’.

No presente estudo, procuramos analisar a
variabilidade da concentra¢do de IU em amostras casuais
de urina armazenadas em tubos (C) e (S) conservante e
nos periodos (A) e (B), como também avaliar as dosagens

de creatinina e a integridade dessas amostras.

Os resultados encontrados mostraram uma
concorddncia estatistica entre os diferentes tubos de
armazenamento (C) e (S) conservante e nos periodos (A)
e (B) em um mesmo individuo, podendo predizer que
a coleta casual da amostra urindria poderda ocorrer em
qualquer um dos tempos ao longo do dia, viabilizando
resultados confiaveis de valores para concentracido de
iodo, o que ndo foi observado para a creatinina urinaria.
Também foi observada uma concordancia entre os valores
das concentragoes nos periodos de coletas (Tabela 1).

A medida da creatinina nessas amostras de urina
foi realizada para aferir a fungao renal e se estimar a
excre¢do de iodo no momento da coleta das amostras
de urina. A adequacio da excrecio de iodo urinaria pela
creatinina é uma medida mais confidvel para quantificar
iodo urinario nos individuos, quando comparada com a
concentragao de UI/L, ja que a creatininuria promove a
adequacdo da amostra casual para urina de 24 horas®.

A quantidade de iodo urinario em uma amostra
casual de urina reflete a ingesta deste em curto periodo
anterior a coleta®. Importante lembrar que a excrecao
renal corresponde a mais de 90% das perdas e ¢
equivalente a ingesta nutricional.

Também observou-se que os resultados de
ioduria ndo variaram, quando comparados aos diferentes
tubos de armazenamento (C) e (S) conservante, desde que
sejam aplicadas as boas praticas de coleta e conservagao
de amostra (Tabela 1).

Em relagio a dosagem de creatinina, foi
observado, dentro do valor de normalidade independente
do sexo, um discreto aumento apds o almoco (B), quando
comparada com as dosagens antes do almogo (A),
sugerindo estar relacionado com a ingestdo alimentar
dos participantes naquele periodo. Observou-se também
que houve uma concordancia dos valores de creatinina
entre os tubos (C) e (S) em cada periodo (Tabela 1).

Os resultados obtidos das concentragoes de iodo
e de creatinina na urina nos tubos de armazenamento (C)
e (S) conservante, segundo os periodos de coletas (A) e
(B), foram observados uma distribuigaio homogénea das
concentragdes tanto para a excre¢do de iodo quanto para
a creatinina, considerando os valores normais tanto para
iodo quanto para creatinina (Figuras 3 e 4).

Na Figura 3, observamos no periodo (A) 2 (duas)
amostras de urina com valores abaixo da normalidade
para iodo: primeira, nos tubos (S) = 1,4 ug/dL e (C) = 8,4
pg/dL; segunda, nos tubos (S) = 9,0 pg/dL e (C) = 13,0 ug/
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dL). Na Figura 4, periodo (A) no tubo (C) conservante
uma amostra de paciente apresentou a dosagem de
creatinina urinaria de 228 mg/dL, levemente acima do
valor de normalidade para o sexo feminino (29-226 mg/
dL), nao representando significancia. Apos a liberagao
dos resultados, esses pacientes que apresentaram valores
abaixo e acima da normalidade foram acompanhados
para investigacao clinica.

Com isso, esses achados vém contribuir com a
clinica-epidemiolégica em dois pontos: a) as amostras
armazenadas em tubos com e sem conservante, por nao
variarem as concentra¢des de iodo, mostraram que tanto
um sistema de conservagido quanto o outro podera ser
utilizado com igual seguranca, possibilitando a escolha
do sistema de menor custo; b) as concentragoes de iodo
urindrio, por nao apresentarem diferenca significativa
entre tubos com e sem conservantes independentes
dos periodos de coleta (A) e (B), sugere-se que as
concentragoes de iodo possam ser coletas em diferentes
periodos como uma amostra casual de urina, o que
reitera os achados de Soldin, 2002%.
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RESUMO

O Instituto Adolfo Lutz (IAL), institui¢ao centenaria na prestagao de servigos, pesquisa e ensino para a
solugdo de agravos em satde, tem constituido um valioso repositério de materiais bioldgicos empregados
em projetos cientificos e de inovagdo tecnoldgica, bem como lhe cabe a guarda de produtos de analise
fiscal ou pericial. Por iniciativa da administracdo central, criou-se um grupo técnico para elaborar
critérios de temporalidade das amostras biologicas e dos produtos armazenados frente a legislagdo e as
necessidades deste repositdrio institucional. Foram definidos os diversos tipos de amostras e, para cada
modalidade, foram relacionados o estado fisico, a finalidade - rotina ou pesquisa -, e as condi¢des de
armazenamento. Formuldrios especificos referentes as amostras ou produtos foram preenchidos pelos
profissionais das diferentes dreas dos Laboratorios Central e Regionais. Os critérios de temporalidade das
amostras bioldgicas e produtos foram propostos e apresentados ao conselho técnico e administrativo da
institui¢do, o que resultou em publicagéo oficial em forma de Portaria da Diretoria Geral do IAL.
Palavras-chave. temporalidade, material biolégico, produto para anilise, armazenamento.

ABSTRACT

Instituto Adolfo Lutz (IAL) is centenary institution for conducting the public health utility, education
and research aiming at solving health injuries. The IAL has constituted a valuable repository of biological
materials used in the scientific projects and in the technology innovation, as well as to the safekeeping
of products on which the fiscal analyses and control have been performed. On the initiative of the head
administration, a technical group has been created to develop criteria of temporality of biological samples
and products, both stored in accordance with pertinent legislations and the needs of this institutional
repository. The samples types and characteristics were defined, and each one was related to the physical
state, the use (routine or research purpose), and the storage conditions. The forms on the specific samples
or products information have been completed by the responsible professionals from different areas of
Central and Regional Laboratories. The criteria of temporality of biological samples and products were
proposed and they were submitted to the administrative board and technical council, which resulted in
the official publication as an Ordinance of the IAL General Director.

Palavras-chave. temporality, biological material, product for analysis, storage.
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INTRODUCAO

Em 1940, os Institutos de Analises Quimicas e
Bacteriolégico, dois grandes laboratérios publicos na
cidade de Sao Paulo, se uniram e, como homenagem ao
grande cientista que dirigira o Instituto Bacterioldgico
desde as primeiras décadas de seu funcionamento, o
estabelecimento passou a ser denominado Instituto
Adolfo Lutz (IAL).

O IAL, vinculado a Secretaria de Estado da
Satde de Sao Paulo e integrado a Coordenadoria de
Controle de Doengas, é constituido por um Laboratdrio
Central com 10 Centros Técnicos e doze Laboratérios
Regionais, que atuam nas areas de Biologia Médica,
Patologia, Bromatologia e Quimica. Atualmente, o IAL
¢ considerado o maior Laboratério de Saude Publica
da América Latina e executa atividades especializadas e
diferenciadas, gerando informagdes relevantes a saide
publica e ao conhecimento cientifico.

O Laboratério de Satde Publica tem papel
fundamental nos estudos e solucdes de diversos problemas
importantes de saude, fornecendo informagdes precisas
e fidedignas a assisténcia médico-sanitaria para que
medidas adequadas possam ser adotadas®

Ao longo de sua existéncia, o IAL tem constituido
um valioso repositério de amostras bioldgicas, o qual
tem contribuido para o progresso da ciéncia e da
inovagdo tecnolodgica. Pode-se citar o acervo da colegdo
de culturas de microrganismos que atualmente esta
sendo estruturada de acordo com as normas dos centros
de recursos bioldgicos para fins de pesquisa e prestagdo
de servigo. Desde 2001, em varios paises estdo sendo
criados centros de recursos bioldgicos para garantir
a origem, qualidade e seguran¢a no armazenamento
dessas colecdes. Recentemente, no Brasil, o Ministério de
Ciéncia e Tecnologia iniciou o programa para uniformizar
as informagdes e definir os critérios para avaliar e
certificar o material bioldgico presente nas cole¢des, de
acordo com as normas internacionais’. Esses recursos
bioldgicos servem para a manutengdo de ecossistemas
como componentes fundamentais na cadeia produtiva
de alimentos e farmacos, saneamento ambiental para
a biorremediagdo de residuos toxicos e, na agricultura,
para a fixagao bioldgica do nitrogénio®.

As colegoes de material bioldgico também podem
contribuir para o estudo da histéria natural de doengas
e para a identificacdo de patégenos em investigagdes
epidemioldgicas de surtos. A disponibilidade desse

material armazenado possibilita a realizagdo de estudos
retrospectivos de grande relevancia cientifica e social5.
Citando como exemplo, em 1959, foram coletadas
amostras de sangue de individuos no Congo para realizar
estudos genéticos de etnias africanas, e uma dessas
amostras permaneceu armazenada congelada nos Estados
Unidos. Ap6s a descoberta do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (Human Immunodeficiency Virus - HIV), no
inicio da década de 1980, esse sangue estocado foi testado
e foi evidenciada a circulagdo do HIV naquela época,
assim como a constatagao da viabilidade do virus por 26
anos, em baixa temperatura. Pode-se, também, atestar a
circulagao de HIV no mesmo pais em amostras de sangue
coletadas durante a primeira epidemia do virus ebola em
1976, quando algumas dessas amostras guardadas foram
testadas em 1980°.

Neste contexto, a manutencio de amostras
bioldgicas conservadas em temperaturas adequadas e
organizadas para estudo posterior ¢ extraordinariamente
util na avalia¢io da transmissibilidade de diversos
agentes patogénicos e na determinagdo da prevaléncia
de novos agentes, como exemplo institucional os virus
Rocio e virus Sabia, dois virus emergentes nunca antes
detectados. As precaugdes em relacdo as condicdes
apropriadas de preparo e armazenamento desses
espécimes devem ser tomadas para que favorecam a sua
estabilidade, com a finalidade de obter resultados precisos
e confidveis’. Em consenso internacional, estabeleceu-se
que a pratica de armazenamento de materiais bioldgicos
deveria ser normatizada, considerando as necessidades
de desenvolvimento cientifico e tecnolégico, a adequagdo
bioética da utilizacdo desses materiais e o respeito aos
Direitos Humanos dos individuos envolvidos®.

A quantidade de pesquisas desenvolvidas na area
da saude tem aumentado nos ultimos dez anos. Muitas
instituicdes tém mantido extensos biobancos ao longo
desses anos para fins de pesquisa, mas ha duvidas quanto
as circunstincias adequadas que permitem o uso dessas
amostras para investigagao’.

O JAL também atua na drea de vigilancia
sanitaria e, por isso, possui armazenados produtos
como alimentos, bebidas, medicamentos, cosméticos e
saneantes. Diferentemente dos objetivos de guarda da
area médica, o propdsito desta guarda ¢é justificada para
analise pericial, judicial ou para anélise de contraprova
prevista na legislagdo sanitaria'’.

O tempo de armazenamento desses produtos
sempre foi ditado pela validade do produto, a qual
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é estabelecida pelo fabricante!’. Para produtos nio
industrializados, como os alimentos in natura, a
guarda ¢é estabelecida pelo tempo de manutengdo
das caracteristicas higiénico-sanitarias em condigoes
ambientais. Muitos produtos também sdo mantidos
apos a andlise para servirem de matrizes no estudo de
validacdo analitica e pesquisa.

O armazenamento adequado ¢ necessario
para qualquer amostra biolégica ou produto, mas,
para a area de ensaios quimicos, principalmente em
casos de determinacdo de analitos instaveis ou em
baixas concentracdes, como os pesticidas e elementos
inorganicos (metais), devem ser aplicados procedimentos
para evitar a perda desses elementos'2.

O estudo para elaborar critérios de temporalidade
de amostras bioldgicas e produtos armazenados no IAL
teve como objetivos adequar a area fisica da instituigao,
promover o uso racional de recursos financeiros e
conhecer as condi¢des de armazenamento das diferentes
amostras bioldgicas e produtos armazenados para fins
de pesquisa ou rotina. Esse conhecimento ¢ de grande
relevancia para a inovagdo em tecnologia para fins de
diagndstico e para ponderar sobre os aspectos éticos em
pesquisa com seres humanos.

METODOLOGIA

A criagao do grupo de trabalho para elaboracao
dos critérios de temporalidade das amostras bioldgicas
e produtos armazenados no IAL, frente a legislagdo e as
necessidades do repositdrio institucional ocorreu por
meio de publicagdo das Portarias do Diretor Geral, de
4.11.2008 e 27.1.2009%.

Para a estruturagdo deste estudo, levou-se em
consideracdo a realidade organizacional do IAL de
acordo com o Decreto Estadual s/n°, de 28 de abril de
1970, sendo os laboratérios distribuidos em Divisdes
Técnicas - Servigos Basicos, Patologia, Biologia Médica,
Bromatologia e Quimica e Laboratérios Regionais. A
partir de 2010, o IAL foi reorganizado de acordo com o
Decreto Estadual n° 55.601, de 22 de marco de 2010, em
centros e nucleos, porém a nova estrutura nao alterou
a concepgao do trabalho, uma vez que os ensaios nao
sofreram mudanca de responsabilidade técnica.

A primeira etapa do trabalho consistiu da pesquisa
bibliografica em busca de informagao que pudesse oferecer
subsidios para a elaboracio dos critérios de temporalidade
de amostras bioldgicas e produtos no IAL.
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Os principios éticos para a pesquisa envolvendo
seres humanos, experimenta¢ao e uso de animais foram
seguidos de acordo com as normas vigentes de ética
em pesquisa — Resolu¢ao CNS 196, de 10 de outubro
de 1996; Resolugao CNS 347, de 13 de janeiro de 2005,
hoje revogada e substituida pela Resolugdo CNS 441 de
2011"; e Decreto n° 6899, de 15 de julho de 2009. Para
as amostras bioldgicas e produtos analisados na rotina,
baseou-se na legislacao vigente.

Na elaboragao do formulario utilizado para
o levantamento das amostras bioldgicas e produtos
armazenados, o ponto central foi a amostra, por
considerar a grande diversidade de matrizes de ensaios na
institui¢ao. Neste contexto, delineou-se o tipo de amostra
com o seu estado fisico, a finalidade de pesquisa ou
rotina e as condi¢des de armazenamento antes, durante
e apds analise. Para as condigoes de armazenamento
das amostras e produtos, foram identificados - local,
temperatura, tempo, tipo de involucro primério e
capacidade de armazenamento, numero de unidades e
legislacao propria estabelecida.

Antes da aplicagao desse formuldrio, o grupo
realizou treinamentos com os profissionais das diferentes
areasdainstituicdo paraopreenchimento desse documento.
Para a andlise dos dados obtidos nos formuldrios, foi
desenvolvido o banco eletronico a partir da linguagem
PHP usando como Banco de Dados O MySQL.

RESULTADOS

A elaboragdo dos critérios de temporalidade
teve como base as legislacdes vigentes e as informagdes
e observagoes obtidas nos formuldrios preenchidos pelos
profissionais dos laboratérios porque nada similar foi
encontrado publicado.

Participaram dos treinamentos realizados
para a padronizacio do preenchimento do formulario
40 laboratérios das diferentes areas do IAL. Foram
utilizados 284 formularios para alimentar o banco de
dados eletronico da Institui¢éo.

As Tabelas 1 e 2 apresentam os critérios
estabelecidos para a temporalidade das amostras
bioldgicas e dos produtos utilizados na rotina laboratorial
do IAL, elaborados pelo grupo de trabalho, aprovados
pela alta administracdo e publicados pela Portaria da
Diretoria Geral do IAL de 2010".

Os critérios de temporalidade das amostras
biologicas de humanos e animais com finalidade de
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Tabela 1. Prazos de temporalidade das amostras bioldgicas para rotina diagndstica, no Instituto Adolfo Lutz

Material biolégico

Prazo de armazenamento

Sangue, soro e plasma

Liquor, lavado, liquido cavitério e fezes conservadas em meio adequado

Urina, fezes, escarro e secre¢ao
Laminas de bacterioscopia e baciloscopia

Secregao e liquido cavitario para exame de Papanicolaou

Fragmento de tecido nao emblocado, bloco de parafina e lamina de citologia negativa

Lamina de citologia positiva

Lamina de histopatologia negativa e positiva
Isolado de parasita, fungo, bactéria e de virus
Material genético de patdgenos

Seis meses apds a emissdo do laudo
30 dias

Dois dias apds a emissdo do laudo
Trés meses

Sete dias apds a emissdo do laudo
Até 10 anos apos a emissao do laudo
Guarda permanente*

Guarda permanente*

Seis meses™**

Seis meses**

*Conforme preconizado pelo Manual do Ministério da Sadde.

**A guarda destes isolados devera seguir a politica/regimento da Colegao de Microrganismos do IAL

Tabela 2. Prazo de temporalidade das amostras de produtos da rotina conforme o tipo de andlise realizada no Instituto Adolfo Lutz

Anilise fiscal ou andlise de controle

Conclusiao

Prazo de armazenamento

. Satisfatdria
12 analise

(para analise) Insatisfatoria

Satisfatéria na primeira amostra

30 dias apds a emissdo do laudo

Seis meses apos a emissao do laudo ou até o vencimento
da validade do produto

30 dias apds a emissdo do laudo

22analise . , o , .
oo N Seis meses apds a emissdo do laudo ou até o vencimento
(testemunho) Insatisfatoria na primeira amostra .
da validade do produto
Analise prévia
. Satisfatdria 30 dias apds a emissdo do laudo
Analise e . . -
Insatisfatoria 30 dias apds a emissdo do laudo
Analise de orientagao
- Satisfatdria 30 dias apds a emissdo do laudo
Analise e . . I
Insatisfatoria 30 dias apds a emissdo do laudo

Analise de pericia judicial
Analise para instruir inquérito
Produto perecivel para toda e qualquer analise

Trés meses apds a emissdo do laudo
Até a entrega do laudo
Validade ou estabilidade em condi¢des ambientais.

pesquisa foram estabelecidos de acordo com as diretrizes
éticas brasileiras — até cinco anos apds o término da
pesquisa. Em caso de a viabilidade da amostra esgotar-
se antes de cinco anos, o material deverd ser descartado
segundo as normas de biosseguranga para risco bioldgico.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O estudo foi fundamental para identificar
os repositorios de materiais biologicos existentes na
Instituicao em funcionamento de forma nao centralizada.
Atualmente, com os avangos tecnoldgicos ocorridos, ha
necessidade do armazenamento de amostras bioldgicas
para o desenvolvimento de pesquisas. A identifica¢do, o
acondicionamento e o monitoramento dessas amostras
devem ser de forma segura e padronizada. O controle de

qualidade, desde 0 momento da coleta até a utiliza¢do da
amostra, é importantissimo para a obten¢io de resultados
confidveis quando da utilizagdo dessas amostras em
estudos prospectivos.

Vérias acOes tém sido voltadas para o
estabelecimento de padrdes técnicos, éticos e legais
para o armazenamento e a utilizagio de material
biol6gico humano com finalidade cientifica. A criagao de
biobancos é um procedimento ha muito tempo adotado
por varios paises em estudos epidemioldgicos. Outro
aspecto favoravel para a criacio de um Biobanco em
nossa instituicao é a possibilidade de compartilhamento
de amostras entre as diferentes linhas de pesquisa.

A publicagao dos critérios de temporalidade no
IAL, além de propiciar a racionalizagdo do espaco fisico e
or¢camentario, promovera o respaldo legal para a guarda
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ou nao dessas amostras biologicas e produtos. Esse
modelo podera servir para a criagao de normas gerais
e unicas instituidas por érgaos competentes, para uma
abrangéncia estadual. Igualmente, o trabalho apresenta
originalidade, posto que ndo haja citagdes sobre estudos
similares.
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RESUMO

As informagdes contidas no rétulo sdo essenciais para a escolha do produto pelo consumidor. Neste
trabalho, foi avaliada a rotulagem de 39 vinhos nacionais quanto a conformidade com as legislagdes
vigentes. Nesta analise, foram considerados os seguintes dizeres: nome do produtor/elaborador, enderego
do estabelecimento, niimero de registro no Ministério da Agricultura, nome do produto e marca comercial,
a expressdo “industria brasileira’, o conteudo liquido, os aditivos empregados, a graduagéo alcoolica, a
descri¢do dos ingredientes, a identificacdo do lote, o prazo de validade, a frase de adverténcia “evite o
consumo excessivo de dlcool” e a declaragao de presenga ou ndo de gluten. Em relacdo a legislagao especifica
para vinhos, todas as amostras estavam em conformidade. No entanto, ao considerar a legislacdo para
bebidas em geral, 28% das amostras foram nao conformes pela falta de identificagdo do lote ou por estar
ilegivel. Quanto a declaragdo de conter gliten ou nio, 2,5% dos produtos estavam em desacordo. Neste
contexto, pode-se inferir que ha necessidade de harmonizar os descritivos nos rétulos com as informacdes
obrigatdrias exigidas pelas legislagoes existentes, a fim de melhorar o esclarecimento ao consumidor e o
controle por meio de rastreamento.

Palavras-chave. vinhos brasileiros, rotulagem, legislacdo.

ABSTRACT

The information on the label is essential for the product choosing by the consumer. Thirty-nine labels
on the national wines were evaluated following the legislations in force. For this purpose, the following
products details were investigated: the producer name, the establishment address, the registration number
at the Ministry of Agriculture, the product name and respective trademark, the “Brazilian Industry”
statement, the liquid contents, the used additives, the alcoholic contents, the ingredients description, the
lot identification, the expiration date, the “immoderate alcohol drinking restriction” warning words, and
the gluten-free or gluten-added remark. According to the legislation for general drinks, 28% of samples
showed noncompliant labels because of unreadable lot identification or lack of this information; and
noncompliance in information on “contains gluten or not” was found in 2.5% samples. In this context, it
may be inferred to bring into agreement the characteristics on products labels with the required labeling
information based on the current legislations, in order to make them better understandable to consumers.
Keywords. Brazilian wine, labeling, legislation.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2010; 71(2):405-9 405



Mazon EMA, Rossi CA, Prado MA, Cadore S. Avaliagio da rotulagem de alguns vinhos brasileiros. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2012; 71(2):405-9.

INTRODUCAO

A vitivinicultura brasileira tem apresentado
crescimento significativo nos ultimos anos, decorrente
da vigorosa expansdo da drea cultivada e da tecnologia
de producio de uvas e de elaboragdo de vinhos. Merece
destaque a difusdo da produ¢do de uvas e vinhos, além
de outros derivados, para regides emergentes em diversas
regides do Brasil, desde a metade sul do Rio Grande do Sul
até a regido Nordeste, passando por polos de importancia
crescente nos Estados de Santa Catarina, Minas Gerais,
Sao Paulo, Mato Grosso e Goias'.

Na ultima década, o consumo de vinhos no
Brasil aumentou cerca de 20% e sua comercializacio
vem se difundindo principalmente pelo aumento da
oferta, da producio e pelos beneficios a saude que lhe sao
atribuidos.

O vinho ¢ a bebida alcodlica mais antiga e
tradicional produzida e consumida pela humanidade.
E definida por legislagio como a bebida obtida pela
fermentagdo alcodlica do mosto simples de uva sa, fresca
e madura. Essa denominacio é privativa deste produto,
sendo vedada a sua utilizagdo para produtos obtidos de
quaisquer outras matérias primas®. A producéo de vinhos
no Brasil se divide em vinhos finos produzidos por uvas
de origem Vitis vinifera e de vinhos comuns produzidos
por uvas americanas ou hibridas. O consumo de vinhos
comuns corresponde a 80% da produg¢ao’.

Quanto a elaborag¢ao, os vinhos podem ser
classificados como vinho branco, tinto, rose e espumantes.
Os vinhos brancos sdo geralmente elaborados a partir de
uvas brancas, mas também podem ser produzidas com
uvas rosadas e tintas. Para isso, é necessario separar
imediatamente a fase liquida da sélida, que contém os
pigmentos responsaveis pela cor.

O vinho tinto é elaborado a partir de uvas tinta,
pois é da pelicula que, durante a maceragao, sio extraidas
as antocianinas e os taninos. Estes compostos fenolicos
conferem ao vinho cor, estrutura, corpo e originalidade.

O vinho rose propriamente dito é elaborado a
partir de uva tinta, porém, alguns produtores utilizam-
se da mistura de uvas tinta e branca, ou ainda do corte
(assemblages) de vinhos tinto e branco apoés serem
elaborados separadamente.

Para as espumantes, existem trés principais
processos de elaboragio, a saber: o método Champenoise,
também chamado de tradicional ou classico, em que
a fermentagdo ocorre na garrafa; o método Charmat,
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caracterizado por uma segunda fermenta¢ao a ser
realizada em tanques de inox, ao invés de na propria
garrafa; o método Asti, que surgiu na Itdlia e que, no
Brasil, comega a ser denominado de moscatel espumante.
Este produto, ao contririo de outros espumantes
elaborados com duas fermentagdes, é submetido a uma
fermentacéo parcial®.

A rotulagem é o processo por meio do qual se
estabelece uma linha de comunicagdo entre as empresas
produtoras de alimentos e os consumidores. E uma forma
legal, que assegura a defesa e a prote¢do ao consumidor
e apresenta todas as informagdes necessarias para que
esse consumidor saiba o que estd adquirindo, além de
fornecer todas as bases necessarias para que os 6rgaos
competentes realizem seu trabalho de fiscalizagao’.

Rétulo é toda inscrigdo, legenda, imagem ou toda
matéria descritiva ou grafica que esteja escrita, impressa,
estampada, gravada, gravada em relevo ou litografada
ou colocada sobre a embalagem do alimento®. E um dos
fatores que pode influenciar na escolha do consumidor ao
adquirir um produto ou outro. Por essa razdo, é necessario
que os rotulos atendam a determinadas exigéncias legais,
devendo, dessa maneira, fornecer informacoes tteis e
confidveis sobre o produto para garantir seguranga e
qualidade ao consumidor’.

Para assegurar a declaracao de informagoes
basicas no rétulo de vinhos, ha algumas legislagoes em
vigor. No ambito da industria de bebidas em geral, vigora
a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994% regulamentada
pelo Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009°. Em relagdo
a determinagdes especificas de vinhos e derivados, esta
em vigor a Lei n° 7.678, de 8 de novembro de 1988,
regulamentada pelo Decreto n°® 99.066, sendo que alguns
dispositivos desta foram alterados pela Lei n° 10.970, de
12 de novembro de 2004".

Outralegislacdo que também deve ser considerada
¢ a Lei n° 10.674, de 16 de maio de 2003'%, que obriga a
informagao de presenga ou nao de gliten no alimento e
o Regulamento Técnico RDC n° 259, de 20 de setembro
de 2002, que se aplica a rotulagem de alimentos
comercializados, qualquer que sejaa sua origem, embalado
na auséncia do cliente e pronto para o consumo. Esta
ultima foi aplicada de maneira complementar, no presente
trabalho, uma vez que o vinho possui legislagao especifica
tanto para seus padroes de qualidade, identidade e
comercializa¢do, quanto para a rotulagem.

No Brasil, as informagdes fornecidas por meio
da rotulagem contemplam um direito assegurado pelo
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Codigo de Defesa do Consumidor que, em seu artigo 6°,
determina que a informacio sobre produtos e servicos
deva ser clara e adequada e “com especificagdo correta
de quantidade, caracteristicas, composi¢do, qualidade e
preco, bem como sobre os riscos que apresentem”™.

Embora exista legislagdo, pouco se sabe sobre
a situagdo da rotulagem dos vinhos vendidos no
Brasil. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
a rotulagem de vinhos finos, de mesa e espumantes
nacionais, comercializados na regido de Campinas,
segundo as legislagdes vigentes.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 39 rétulos de vinhos nacionais
adquiridos no comércio de Campinas (SP) no periodo de
maio a dezembro de 2011. Deste total, 19 (48,7%) eram
referentes a vinhos finos; 13 (33,3%), a vinhos de mesa;
e 7 (18%), a espumantes. Quanto a regido de produgao,
21 (53,9%) eram do Rio Grande do Sul; 7 (17,9%), de
Sao Paulo; 5 (12,9%), de Minas Gerais; 3 (7,7%), do
Pernambuco; 2 (5,1%) da Bahia; e 1 (2,5%), do Parana.

Os rétulos foram avaliados quanto a sua
declaragdo, utilizando um check-list baseado nos
parametros obrigatérios exigidos nas legislacoes
vigentes. Segundo a legislacao especifica para vinhos,
os parametros avaliados foram: nome do produtor/
elaborador, endereco do estabelecimento, nimero de
registro no Ministério da Agricultura, nome do produto
e sua marca comercial, a expressdo “industria brasileira’,
o conteudo liquido, os aditivos empregados e a graduagao
alcodlica.

Além dos itens citados acima, a legislagdo para
bebidas ainda exige a declaragdo dos ingredientes, a
identificagdo do lote, o prazo de validade e frase de
adverténcia relacionada ao consumo de bebida alcodlica.
Outro item avaliado foi a declaragdo de presenca ou
nao de gluten, obrigatéria pela Lei n° 10.674, de 16 de
maio de 2003, como medida preventiva e de controle da
doenga celiaca.

O Regulamento RDC n° 259, de 20 de setembro
de 2002, foi aplicado de maneira complementar, quanto
aos parametros de denominagao de venda, lista de
ingredientes, contetdo liquido, identificagdo de origem,
razao social/nome, lote e validade, embora esta ultima
nao seja considerada obrigatéria para vinhos. De acordo
com este regulamento, ainda ¢ previsto a visibilidade
correta das informagoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a legislagdo para vinhos, 100% das
amostras estavam de acordo com as especifica¢des
exigidas. Ja em rela¢ao a legislacdo para bebidas, das
39 amostras analisadas, 9 (23%) foram consideradas
em desacordo por ndo apresentarem a identificacido do
lote e 2 (5,1%), por apresentarem tal informacao ilegivel
(Figura 1). Do total das 11 amostras condenadas, 45,4%
referiam-se a vinhos de mesa, 27,3% a vinhos finos e
27,3% a vinhos espumantes.

Para o consumidor e os drgaos de fiscalizagdo,
o lote é um importante instrumento para individualizar
produtos com eventuais problemas ou caracteristicas
especiais, permitindo a rastreabilidade de processos,
matérias-primas e safras'.

[] amostras de acordo
M amostras em desacordo

Figura 1. Percentual de rotulagem de vinhos em conformidade, se-
gundo a Lei n® 8.918/94

Os rotulos foram avaliados também quanto a
sua clareza e disposicdo das informagoes. Em 3 (8%)
amostras, a descri¢ao ndo era de facil leitura por haver
pouco contraste entre as cores da letra e do fundo ou por
ser utilizada letra muito estreita e muito proximas uma
das outras.

A denominagao de venda ou designacdo do
produto é um dos itens mais importantes da rotulagem,
pois informa a respeito da natureza do produto, definindo
a classe, a cor e o contetdo de acucar™.

Para atender a legislagdo brasileira, os rétulos
de vinho tornaram-se carregados de informagdes diante
da grande quantidade de dizeres obrigatérios exigidos.
Para solucionar tal questdo, a rotulagem passou a ser
distribuida em painel principal e contra-rétulo, buscando
manter a apresentacio das informagoes, de forma
elegante e estética'.

407



Mazon EMA, Rossi CA, Prado MA, Cadore S. Avaliagio da rotulagem de alguns vinhos brasileiros. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2012; 71(2):405-9.

Quanto ao uso da expressio “contém ou nio
contém gluten”, embora o vinho seja um produto que nao
apresente risco para o consumidor celiaco, o seu uso é
obrigatorio para facilitar a identificacdo de tal contetido
pela populagdo de risco. Dentre todos os rdtulos
avaliados, 1 (2,5%) nio apresentou tal informacao.

O principal ingrediente do vinho é a uva, fazendo
parte também da sua composi¢do, conforme o caso, os
aditivos e os agucares utilizados para adogar os vinhos
suaves. Os aditivos permitidos sdo dioxido de enxofre
(INS 220), utilizado como conservante e antioxidante,
e o sorbato de potassio (INS 202), utilizado como
antifermentativo em vinhos adocicados.

Embora atendendo as exigéncias para os rétulos,
5 (13%) amostras foram consideradas em desacordo,
por apresentar a expressao ‘produto natural’, embora
apresentassem aditivos entre seus ingredientes. Tal
expressio pode, portanto, levar o consumidor ao
equivoco ou erro, infringindo a Resolu¢do RDC n° 259 e
Leis n° 8.918 e n° 7.678.

Os Conselhos de Classe Profissional estdo
requerendo a inclusdo de identificacdo do responsavel
técnico pelo produto para que este possa ser interpelado
em caso de alguma inconformidade do produto'. Tal
informagéo estava presente na maioria dos rotulos (74%).

O vinho, por se tratar de uma bebida alcodlica,
¢ obrigado, por legislacao (Lei n° 9.294, de 2 de julho de
1996)", a trazer em sua rotulagem a frase de adverténcia
“evite o consumo excessivo de alcool”. Tal frase foi
observada em 44,5% das amostras. Nas demais, foram
observadas frases semelhantes, como: “beber com
moderacao” (44,5%) e “aprecie com moderacao” (11%).

A legislagao especifica para bebidas exige
a informagdo referente a sua validade. As vinicolas
utilizam, para os vinhos em embalagens de vidro, a
expressao “validade indeterminada”. Tal informagdo ¢
dada desta maneira, ja que a alteracdo das propriedades
pode variar de vinho para vinho e pela maneira com que
sao armazenados. Visando prolongar a manutengao de
tais caracteristicas, algumas vinicolas indicam no rétulo
as condigOes ideais de armazenamento, como manté-
los em local seco, fresco, ao abrigo de luz e em posigao
horizontal. Dessa maneira, fica a cargo do consumidor
avaliar o periodo maximo de armazenamento, evitando
assim a perda do produto™.

Alguns parametros independentes da legislacao
de rotulagem sdo importantes para escolha de um vinho
fino pelo consumidor. Nem todos os rétulos apresentam
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a mesma qualidade de informacio e complexidade.
Algumas informagdes basicas sdo necessarias, como:
nome do vinho que se refere a0 nome comercial ou
de “batismo”; nome da uva que deve ser declarado
somente quando se utiliza no minimo 70% da variedade
indicada; ano da safra, que indica o ano da colheita da
uva e que nao necessariamente coincide com o ano do
engarrafamento do vinho; o grau alcodlico e o volume,
que devem necessariamente estar expostos no rétulo; e
nome da regiao de origem, que nem sempre estd presente,
mas pode ser importante, pois a sua procedéncia indica,
na maioria das vezes, sua qualidade e essa tendéncia vem
sendo fortemente trabalhada no Brasil.

CONCLUSAO

Mediante ao que foi discutido, conclui-se que
a legislacao especifica para vinhos nao exige itens
considerados importantes na rotulagem como lote,
prazo de validade e frase de adverténcia, o que evidencia
a necessidade de uma complementacdo com outras
legislagdes, principalmente com o regulamento técnico
RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002, que se aplica
a rotulagem de alimentos comercializados, qualquer
que seja a sua origem, embalado na auséncia do cliente
e pronto para o consumo, abrangendo itens importantes
para o controle da rotulagem. O rétulo, com todas as
informagdes obrigatdrias e relevantes sobre o produto,
é um instrumento essencial para a escolha dos produtos
mais adequados pelo consumidor. No entanto, para
assegurar que os dizerem obrigatorios estejam contidos
nos rétulos, é preciso haver a pratica da fiscalizacao
continua e efetiva pelos 6rgaos responsaveis.
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RESUMO

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do eugenol contra Alicyclobacillus hesperidum, Alicyclobacillus
cycloheptanicus, Alicyclobacillus  acidiphilus, Alicyclobacillus acidoterrestris e de Alicyclobacillus
spp., isolados em industrias de sucos de laranja de varias regides do Estado de Sao Paulo. O teste de
suscetibilidade para o eugenol foi realizado determinando-se a concentragdo inibitéria minima (CIM)
pela técnica de microdiluicdo em placas de 96 cavidades. A CIM do eugenol variou de 66,65 a >1066,4
pg/ml, evidenciando-se a atividade inibitéria forte e moderada frente a todas as amostras testadas e a
atividade bactericida. Este estudo demonstrou ser significativa a fonte de isolamento das linhagens de
Alicyclobacillus spp. nas industrias. Conclui-se que o eugenol possui eficaz atividade antimicrobiana
contra Alicyclobacillus spp. e sugere-se o uso deste composto para prevenir a deterioragio de bebidas
acidificadas e para diminuir o custo do controle microbiolégico mais especificamente em suco de laranja.
Palavras-chave. Alicyclobacillus, eugenol, suco de laranja, atividade antibacteriana.

ABSTRACT

The antimicrobial activity of eugenol was evaluated on Alicyclobacillus hesperidum, Alicyclobacillus
cycloheptanicus, Alicyclobacillus acidiphilus, Alicyclobacillus acidoterrestris and Alicyclobacillus spp.
samples, which were isolated from orange juice industries of several regions of Sdo Paulo. The antimicrobial
susceptibility to eugenol was tested by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by
microdilution technique in 96-well plates. The MIC of eugenol ranged from 66.65 to > 1066.4 pg/ml,
showing strong and moderate inhibitory activity on all of tested bacteria samples, and its bactericidal
activity. In this study, the source of Alicyclobacillus spp. strains isolation in industries proved to be
significant. Considering the observed results, it can conclude that eugenol has antimicrobial effectiveness
on Alicyclobacillus spp., and it is suggested the use of this compound for preventing the acidified beverages
deterioration, and to decrease the cost of microbiological control specifically in orange juice.

Keywords. Alicyclobacillus, eugenol, orange juice, antibacterial activity.
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INTRODUCAO

O género Alicyclobacillus spp. compreende
18 diferentes espécies de bactérias Gram-positivas
formadoras de esporos, isoladas de solo, suco de frutas
deteriorado ou de ambientes extremos. A habilidade
de crescer em pH dacido (3,0-3,5), alta temperatura (50-
70 °C) e a presenca de acidos graxos na membrana sao
algumas caracteristicas do género'.

Espécies de Alicyclobacillus tém sido comumente
isoladas de alimentos e bebidas dcidas termoprocessadas.
A incidéncia de Alicyclobacillus spp. é observada
principalmente em sucos de laranja e mac¢a’, também
sao isolados de sucos de manga® e péra*. Este micro-
organismo ¢ visto como um desafio para a estabilidade
microbioldgica de sucos de frutas pelo mundo inteiro
e sdo considerados organismos-alvo na avaliacio da
qualidade de produtos dcidos termoprocessados.

O comportamento acidotermofilico proporciona
aos esporos de Alicyclobacillus spp. a habilidade de
sobrevivéncia em etapas letais do processamento do suco
de fruta, por exemplo, sanitizagdo da fruta e pasteurizacio
do suco. A deterioracdo do produto é caracterizada pela
presenca de um sabor e odor desagradaveis, aumento da
turbidez do produto eaformacao de um sedimento branco
no fundo da embalagem. Uma das principais causas da
deterioracdo por Alicyclobacillus spp. é a formagao do
composto 2,6-dibromofenol, 2-6 diclorofenol e guaiacol.

Compostos naturais com a¢do antimicrobiana
sdo vistos como novas alternativas para controlar o
crescimento de Alicyclobacillus spp. em produtos acidos
termoprocessados® e melhorar caracteristicas sensoriais
e qualidade microbioldgica de sucos. O eugenol é um
composto fenolico, componente principal (80-95%) do
6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
relatado como agente antiviral, bactericida e fungicida.
A agdo de inibigdo microbiana do eugenol pode estar
relacionada com a ruptura da membrana ou por
inativacao de enzimas e materiais genéticos®.

O estudo do eugenol como agente antimicrobiano
e flavorizante em sucos de frutas pode ser visto como uma
alternativa viavel para prolongar a vida util do produto e
diminuir perdas economicas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial antimicrobiano do eugenol frente
amostras de Alicyclobacilllus spp. isoladas de suco de
laranja de industrias localizadas em diferentes regides do
estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e condi¢des de cultivo

Amostrasisoladas de suco delaranja em diferentes
etapas do processo industrial (suco fresco, polpa e suco
concentrado antes e apds adi¢des) foram selecionadas de
fabricas de trés diferentes regides do estado de Sao Paulo.
Os dados de origem dos isolados e linhagens referéncia
encontram-se listados na Tabela 1.

Tabela 1. Isolados de Alicyclobacillus spp. utilizados nos experimentos

para avaliagdo da atividade antibacteriana do eugenol

Isolados de amostras de suco de laranja

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0267

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0269

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0277

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0278

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0279

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0281

Alicyclobacillus spp. CBMALI 0282

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0283

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0288

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0290

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0291

Alicyclobacillus spp. CBMAI 0293
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0294
Alicyclobacillus spp. CBMAI 0296
Linhagens de referéncia

A. cycloheptanicus DSM 4006" CBMAI 0297"
A. acidoterrestris DSM 3922" CBMAI 0244"
A. acidiphilus DSM 14558" CBMAI 0247"
A. hesperidum DSM 12489 CBMAI 0246"

CBMAI = Colegao Brasileira de Micro-organismos de Ambien-
te e Industria, CPQBA/UNICAMP, Paulinia, SP. DSM = Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.

As linhagens de Alicyclobacillus isoladas de
amostras ambientais foram obtidas da Colecio de
Culturas Tropical (CCT), Fundagdo André Tosello,
Campinas (SP), originarias de um estudo de campo
realizado em conjunto com a Associa¢ao Brasileira de
Exportadores de Citrus. Essas amostras estdo estocadas
e codificadas na Colegao Brasileira de Micro-organismos
de Ambiente e Industria- CBMAI, Paulinia (SP).

Para o isolamento das amostras, foi utilizado
o meio de cultura A. acidocaldarius/A. acidoterrestris
thermophilic agar (BAT). Todos os isolados selecionados
para o estudo foram preservados a -80 °C em glicerol.
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Preparo da droga teste (Eugenol)

O eugenol (adquirido em farmdcia com densidade
de 1,0664 g/mL) foi diluido 1/100 em salina 0,9% estéril
e Tween 2% . Em seguida, essa solugdo foi diluida 1/5
em salina 0,9% estéril, resultando em uma concentracao
final de 2132,8 ug/mL.

Preparo das (Vancomicina e
Cloranfenicol)

A quantidade de 1 mg de cada droga foi dissolvida
em 1.000 pL de agua destilada estéril. Cada solugdo foi
diluida 1/2 em salina 0,9%, e 1/4 em meio BAT, resultando
em uma concentragao final de 125 ug/mL.

drogas-padrao

Preparo do indculo bacteriano

Os micro-organismos foram cultivados em meio
BAT caldo por 24-48 horas a 45 °C. Em seguida, uma
suspensdo padronizada (0,5 da escala McFarland = 10* UFC/
mL) foi utilizada na preparacio. Esta suspenséo bacteriana
foi diluida 1/10 em meio BAT caldo (107 UFC/mL).

Determinagao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do eugenol foi
avaliada pelo método de microdiluigdo em caldo.
Para o teste, foi utilizada uma microplaca de 96 pocos
contendo 100 pL de caldo BAT em todos os pogos. Foram
adicionados 100 pL da solugao de eugenol no primeiro
poco e, posteriormente, foi realizada uma diluicao
seriada. O mesmo procedimento foi feito para as drogas
padrao, vancomicina e cloranfenicol. Em seguida, 5 uL
do preparo do indculo bacteriano foram adicionados em
todos os pogos.

A susceptibilidade ao eugenol foi testada
nas concentra¢oes de 1.066,4 até 0,52 pg/mL. Para
vancomicina e cloranfenicol, foram avaliadas as
concentragdes de 62,5 pg/mL até 0,03 ug/mL.

As microplacas foram incubadas a 45 °C por 24-
48 horas e acondicionadas em sacos plasticos contendo
um chumaco de algodao imido para evitar a evaporagao
excessiva durante a incuba¢do. Foi determinada a
concentra¢do inibitéria minima (CIM) definida como
a menor concentragio do composto em que ndo é
observado crescimento microbiano visivel. Todas as
analises foram feitas em duplicatas.

Teste da concentra¢io minima bactericida

A concentrac¢io minima bactericida (CMB)
foi determinada pelo cultivo de 100 pL em placas de
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Petri contendo meio BAT-agar de cada pogo em que
foi observada inibi¢ao. As placas foram incubadas a 45
°C por 24-48 horas, acondicionadas em sacos plasticos
contendo um chumago de algoddo imido para evitar a
evaporac¢do excessiva durante a incubagdo. A CMB foi
definida como a menor concentracdo do composto capaz
de matar as células microbianas. Todas as andlises foram
feitas em duplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi investigado o potencial
antimicrobiano do eugenol frente amostras de
Alicyclobacillus spp. O resultado das concentragoes
inibitérias minimas (CIMs) para o eugenol e drogas
padrio esta relatado na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das amostras e pa-

droes testados

Eugenol Vancomicina Cloranfenicol

Amostras CBMAI (ol (el (el
0267 >1066,4 0,12 0,48
0269 1066,4 0,48 3,90
0277 1066,4 0,48 3,90
0278 133,3 3,90 0,97
0279 1066,4 0,97 7,81
0281 533,2 0,24 0,97
0282 66,5 0,24 0,48
0283 >1066,4 0,48 7,81
0288 66,65 0,48 3,90
0290 533,2 0,97 3,90
0291 >1066,4 0,48 7,81
0293 266,6 0,24 0,97
0294 133,3 0,48 1,95
0296 >1066,4 0,48 7,81
0244" 533,2 0,12 3,90
02467" 66,65 0,97 1,95
02477 133,3 0,48 3,90
02977 133,3 0,48 3,90

T: amostra padrio

De acordo com os resultados obtidos, a CIM
do eugenol variou de 66,65 a > 1.066,4 pg/mL. Esse
resultado indicou que algumas amostras foram mais
sensiveis ao composto em relacio a outras. Esta
diferenca observada pode estar associada as etapas do
processamento industrial do suco, bem como a origem
dessas amostras. Além de que, a composiciao dos 6leos
essenciais é completamente varidvel dependendo do
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modo de extragdo, plantas e clima’.

De acordo com dados da literatura forte,
moderada e fraca, atividade inibitéria de materiais
vegetais corresponde a CIM (ug/mL) de até 500; entre
600 e 1.500; e acima de 1.600, respectivamente’. No
presente estudo, eugenol apresentou atividade inibitéria
forte e moderada frente as amostras de Alicyclobacillus
spp. Este resultado difere de outro trabalho que obteve
CIMs maiores quando utilizadas as bactérias formadoras
de esporos, Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Listeria monocytogenes®.

Em relagdo a avaliacio das amostras-padrio,
a CIM correspondeu a uma atividade inibitdria forte
para Alicyclobacillus  hesperidum (CBMAI 0246"),
Alicyclobacillus ~ cycloheptanicus  (CBMAI ~ 02977),
Alicyclobacillus acidiphilus (CBMAI 0247%) e atividade
inibitéria moderada para Alicyclobacillus acidoterrestris
(CBMALI 0244"). Resultado semelhante foi observado
por Abreu Filho et al.’, que verificaram o potencial de
inibicao do 6leo essencial de ervas aromadticas, cujo
componente principal é o eugenol, contra a bactéria
Alicyclibacillus acidoterrestris DMS 2498, demonstrando
haver uma forte e moderada atividade inibitdria.

Para as drogas padrao testadas, a CIM verificada
variou de 7,81 pg/mL até 0,48 ug/mL para cloranfenicol,
e de 0,12 pg/mL até 3,90 ug/mL para vancomicina. Esta
atividade inibitéria forte contra estes microrganismos
pode ser vista como uma alternativa em associacao
com eugenol para o controle da germina¢do de esporos
de Alicyclobacillus spp. Nesta visao, Bevilacqua et
al.'” comprovaram possuir efeito sinérgico, eugenol
e cinamaldeido, no controle de Alicyclobacillus
acidoterrestris. Outros autores também relataram o
mesmo efeito sinérgico frente aos fungos Lenzites
betulina e Laetiporus sulphureus e a bactéria Helicobacter
pylori™*2,

Eugenol exibe efeito bactericida contra uma
ampla variedade de micro-organismos, como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Listeria monocytogenes e Salmonella typhi. Os resultados
do presente trabalho mostraram igual agao contra
Alicyclobacillus sp., nas concentragdes (pg/mL): 533,2;
266,6; 66,65; 66,65; 133,3 para as amostras 0244, 0293,
0282, 0288, e 0297, respectivamente.

A fonte de isolamento das linhagens de
Alicyclobacillus  spp. demonstrou ser significativa
neste estudo. Os micro-organismos isolados de suco
concentrado apds a pasteurizacio apresentaram fortes

e moderadas atividade inibitéria, com a CIM variando
de 133,3 a > 1.066,4 pg/mL; demonstrando, desta
forma, diferentes respostas ao composto nesta fase da
industrializagdo. O eugenol apresentou uma atividade
inibitdria forte, frente a amostra isolada da agua “taste”,
usada no enxague final de tanques e corre¢iao de Brix.
Para a industria, este resultado é importante, uma vez que
mostra a necessidade de diferentes formas de controle.

Vérios autores destacam diferencas quanto a
susceptibilidade daagdo antimicrobiana do eugenol frente
a diferentes microrganismos. Meena e Vijay' estudaram
atividade de varios o6leos essenciais contra Lactobacillus
acidophilus, Bacillus cereus, Saccharomyces cerevisiae,
Mpycoderma sp. e Aspergillus niger e observaram varios
graus de inibi¢do, sendo Mycoderma sp o mais susceptivel
e Bacillus cereus, o mais resistente. Oussalah et al.'#
também verificaram diferentes respostas quanto ao efeito
antimicrobiano do dleo essencial de Eugenia caryophillus
(cravinho), cujo principal composto é o eugenol, contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Tippayatum
e Chonhenchob® obtiveram a CIM de 8 a 11 mg/mlL,
dependendo da amostra bacteriana testada, sendo E.coli
0 micro-organismo que demonstrou maior sensibilidade
ao composto.

O conhecimento da agdo do composto eugenol
como um agente bioconservador torna-se importante,
uma vez que este agente poderia ser utilizado apos
o processo de pasteurizagdo industrial, sendo este
procedimento néo eficaz contra as formas esporuladas.-

Novos estudos sdo necessarios sobre a
determinacao de Alicyclobacillus spp. em diferentes sucos
de frutas acidas. A resisténcia das linhagens a diferentes
etapas industriais de suco de frutas pode estar associada
a diferengas observadas entre as linhagens em relagdo a
germinacgdo/crescimento de esporos e inativagao termal,
influéncia da atividade de agua e outros constituintes
do produto como fenoéis®. Além disso, a idade celular,
o numero de células, desidratagio do protoplasto e a
temperatura de esporulacdo podem afetar a resisténcia
témica. Grandes populagdes microbianas podem também
fornecer maior resisténcia ao calor devido a termo-
protecao e proteinas extracelulares que sao secretadas
pelas células'®.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o eugenol
possui atividade antimicrobiana frente amostras de
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Alicyclobacillus spp., possuindo atividade inibitdria forte
e moderada e atividade bactericida. Desta maneira,
seu uso pode ser indicado para produtos dacidos
termoprocessados, como, por exemplo, suco de laranja,
aumentando a vida util do produto, além de diminuir
o custo do controle microbioldgico industrial por se
tratar de um produto natural. O composto testado
possui um bom potencial para o uso como conservante
alimentar, porém o uso necessita de analises sensoriais
e organolépticas para avaliar o grau de interferéncia no
suco de laranja ou bebidas acidificadas.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica de castanhas industrializadas e das castanhas
artesanalmente processadas, comercializadas por ambulantes em Teresina (PI). Foram coletadas 40
amostras de castanhas, sendo 21 amostras de castanhas industrializadas de trés marcas (“A”, “B” e “C”) e
19 amostras de castanhas processadas artesanalmente (“D”), nas quais foram realizadas a determinagao de
coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMP/g), a pesquisa de Salmonella spp. e a contagem de fungos. As amostras
damarca “D” apresentaram maiores valores de coliformes a 35 °C (1,16 x 10' NMP/g); para coliformes a 45
°C, foram detectados valores de 7,0 NMP/g, e de 1,22 x 10 UFC/g para fungos e leveduras. Nas amostras
da marca “A’; os valores para coliformes a 35 °C e 45 °C foram de 4,0 NMP/g e, para fungos e leveduras,
de 1,0 x 10? UFC/g. Foram isoladas 43 cepas fingicas. Do género Aspergillus, houve maior prevaléncia da
espécie Aspergillus niger agregados (64,7%), e as espécies P. corylophillum (33,3%) e P. citrinum (29,2%) do
género Penicillium. As amostras de castanhas industrializadas e processadas artesanalmente apresentaram
condi¢des higiénico-sanitarias satisfatdrias e de acordo com a legislacao vigente.

Palavras chave. qualidade microbioldgica, coliformes a 45 °C, fungos toxigénicos, Aspergillus spp.,
Penicillium spp.

ABSTRACT

This study evaluated the microbiological quality of industrialized and handmade cashew nuts sold by street
sellers in Teresina, PI. Forty samples of cashew nuts were collected, being 21 samples of industrialized
products from three brands (A “B” and “C”) and 19 samples of handmade nuts (“D”), which were
analyzed on coliforms enumeration at 35 °C and 45 °C (MPN/g), Salmonella spp. isolation, and fungi and
yeasts counting. Samples of brand “D” showed the highest coliforms counting at 35 °C (1.16 x 10' MPN/g);
values of 7.0 MPN/g were found for coliforms at 45 °C, and of 1.22 x 10* CFU/g for fungi and yeasts. In
the brand “A” samples, values of 4.0 MPN/g for coliforms at 35 °C and 45 °C, and of 1.0 x 10?“"V¢ for fungi
and yeasts were detected. Forty-three fungi strains were isolated. The mostly prevalent species were the
aggregated Aspergillus niger (64.7%), P. corylophillum (33.3%) and P. citrinum (29.2%). The samples of
industrialized cashew nuts and the handmade nuts showed satisfactory hygienic and sanitary conditions
in compliance with the legislation in force.

Keywords. microbiological quality coliforms at 45 °C, toxigenic fungi, Aspergillus spp, Penicillium spp.
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INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale, L.), planta
xerofila e rustica, € tipica de clima tropical. Origindria
do Brasil, do litoral nordestino, apresenta interesse
especialmente nutricional e econdmico pela qualidade
de sua castanha (o verdadeiro fruto) e pela riqueza
em vitamina C de seu pedunculo avolumado, o qual
corresponde a polpa comestivel'.

O agronegocio do fruto dessa planta no Nordeste
do Brasil tem grande importincia social e econdomica
para a regido. O seu cultivo ocupa uma area de 700 mil
hectares que gera 35.700 empregos no campo e 20 mil
na industria, nao se conhecendo os nimeros no mercado
informal®. O agronegécio do caju no mundo concentra-
se em torno da améndoa, que representa cerca de dois
bilhdes de ddlares anuais em nivel de varejo, ocupando
o terceiro lugar entre as nozes mais comercializadas no
mercado internacional. A demanda mundial apresenta
um quadro em que os Estados Unidos absorvem em
torno de 60% do total consumido®.

Existe uma grande preocupagio com o
desenvolvimento de novas tecnologias para o
processamento de castanhas, pois, além de incorporarem
a otimizagdo do processamento, ajudam a manter o
homem no campo. Ademais, o custo deste procedimento
representa 60% de toda producdo® J& nos centros
urbanos, existe uma gama de familias que operam com
o processamento manual da améndoa da castanha de
caju, gerando, assim, uma alternativa de beneficiamento
em pequena escala, proporcionando aumento da renda
familiar com a venda do produto nas ruas’.

Nesse aspecto, aparece a preocupagdo com a
seguranc¢a alimentar que vem crescendo nos ultimos
anos, gerando uma série de discussdes entre organizagdes
governamentais, instituicoes de ensino e industrias
alimenticias sobre programas que assegurem a populacao
produtos que nao sejam prejudiciais a saide. Essa questao,
que a principio envolvia basicamente a disponibilidade e
possibilidade de acesso da populagdo ao alimento, esta
sendo discutida também em fungdo dos riscos causados
por esses mesmos alimentos®.

Deste modo, o controle da qualidade dos
alimentos, em geral, assim como das castanhas de caju
vendidas por ambulantes nas ruas de algumas cidades
do Brasil, torna-se uma realidade preocupante para a
saude publica, pois as condi¢des higiénico-sanitarias de
processamento e do produto final ndo sao conhecidas,
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podendo, desta maneira, constituir-se em um importante
veiculo de dissemina¢do de doencas transmitidas por
alimentos (DTA).

Dentre as DTA de grande relevancia na satude
publica, podemos citar a salmonelose, que se caracteriza
como uma doenca gastrointestinal, e as micotoxicoses,
que ocorrem devido a exposi¢do humana a micotoxinas
presentes em alimentos contaminados por fungos
toxigénicos. A contaminag¢ao dosalimentos por micotoxinas
podem ocorrer no campo, antes e ap6s a colheita, e durante
o transporte e armazenamento do produto.

Diante do exposto, vé-se a importincia do
estudo das condi¢bes microbiologicas de castanhas
industrializadas expostas a venda no comércio local e das
castanhas processadas artesanalmente.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Foram realizadas andlises microbiologicas de
castanhas de caju adquiridas na cidade de Teresina (PI)
e utilizaram-se dois tipos de castanhas: as processadas de
forma artesanal e comercializadas na rua e as processadas
industrialmente e vendidas no comércio local.

Foram coletadas 40 amostras de castanhas
de caju, das quais 21 amostras eram de castanhas
industrializadas e 19 amostras eram de castanhas
processadas artesanalmente e comercializadas nas ruas.
Foram sorteadas trés marcas de castanhas processadas
industrialmente comercializadas em Teresina (PI) e
designadas para fins de pesquisas como marcas “A’, “B”
e “C’, totalizando sete amostras por marca. As amostras
de castanha artesanal foram denominadas de amostra
“D” Apds a coleta, as amostras foram transportadas em
recipiente isotérmico para o laboratério de Controle
Microbiolégico de Alimentos do Nucleo de Estudos,
Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA) do
Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal
do Piaui, para determinagdo do nimero mais provavel
de coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMP/g), pesquisa de
Salmonella spp., e contagem de fungos e leveduras e
identificagao de fungos.

Preparo das amostras e analises microbiologicas
Asamostras de castanhas de caju foram trituradas
em liquidificador doméstico e, depois, 25 g de cada
amostra foram pesadas assepticamente e transferidas
para 225 mL de agua peptonada 1,0%, obtendo, assim,
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a diluicdo 10"'. Em seguida, procederam-se diluigdes
decimais seriadas consecutivas 102 e 10°. Foram
realizadas as andlises para determinagdo do numero
mais provavel de coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMP/g) e
pesquisa de Salmonella spp de acordo com a metodologia
descrita na Instru¢do Normativa n° 62 do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento’.

Contagem de fungos e leveduras e identificagdo da
microbiota fungica

Para contagem de fungos e leveduras, seguiu-se
a metodologia descritas por Pitt e Hocking®, conforme
segue: a partir da dilui¢ao inicial (10") descrita acima,
foram transferidas aliquotas de 1,0 mL para placas de
Petri contendo 0,1 mL de 4cido tartarico. Posteriormente,
verteu-se o Agar Dextrose Batata pelo método pour plate
e, apos solidificacio, as placas foram incubadas em estufa
a 25 °C por cinco a sete dias. Foram selecionadas para
contagem as placas que apresentaram contagens entre 10 a
100 unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g).

Os géneros de Aspergillus e Penicillium foram
repicados e isolados em Agar Extrato de Malte (MEA)
e mantidos em refrigeracao até a identificagdo de suas
espécies conforme as chaves de identificagao descritas
por Klich’ e Pitt® baseadas na semeadura em quatro
meios basicos: Czapek Yeast Extract Agar (CYA), MEA,
Czapek Yeast Extract Agar 20% Sucrose (CY20S) e
Glycerol Nitrate Agar 25% (G25N). A partir de cada cepa,
preparou-se uma suspensao de conidios em 0,5 mL de
meio constituido de 0,2% de agar-agar e 0,05% de Tween
80TM°. A seguir, a suspensao de conidios foi transferida,
com auxilio de uma agulha de platina, para trés pontos
equidistantes nas placas contendo CYA, MEA, CY20S
e G25N. Uma placa de CYA, MEA, CY20S e G25N foi
incubada a 25 °C, e uma placa de CYA a37°Cea5 °C,
todas placas incubadas por um periodo de sete dias.
Apos a incubacio, visando a identificacdo das espécies,
foram observadas as estruturas micromorfolégicas e as
caracteristicas macroscopicas das colonias (didmetro,
textura, forma, aspecto da superficie e do reverso,
pigmentagdo dos conidios e pigmento soluvel, produgao
e cor de exsudado).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados microbioldgicos das amostras
de castanhas de caju industrializadas e das castanhas
processadas artesanalmente estdo apresentados na Tabela 1.

Dentre as amostras de castanhas de caju
analisadas, a amostra “D” apresentou a maior contagem
para coliformes a 35 °C. No entanto, os resultados para
a contagem de coliformes a 45 °C demonstraram que
as castanhas apresentaram valores inferiores ao limite
maximo permitido pela legislagio brasileira’, que
estabelece valor maximo de 10° NMP/g para coliformes
a 45 °C e auséncia de Samonella spp. (Tabela 1). Estes
resultados assemelham-se aos de Costa et al.’ que, ao
avaliarem a microbiologia da améndoa da castanha
de caju, concluiram que a adogao das Boas Praticas de
Fabricagdo e do sistema de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle pela industria na sua linha de
produgdo refletiram nas boas condi¢des higiénico-
sanitarias do produto final.

A presenga de coliformes a 35 °C nas amostras
“D” deve-se possivelmente as condi¢des de manipulagio,
uma vez que estas, provavelmente, sio manuseadas,
processadas e embaladas sob precarias condigoes
higiénico-sanitarias nas ruas por ambulantes locais,
diferentemente das castanhas industrializadas.

A legislagao brasileira vigente'® nao preconiza um
limite de coliformes totais para este produto alimenticio
e, mesmo este apresentando valores baixos, esta
contagem também ¢ significativa, pois, segundo Franco
e Landgraf'!, estes micro-organismos sdo indicadores de
contaminagéo, podendo, entre eles, existir a presenga de
micro-organismos deterioradores e ou patogénicos.

Tabela 1. Resultado médio das andlises microbiolégicas realizadas em
castanhas de caju industrializadas e das castanhas processadas arte-
sanalmente

Coliformes Coliformes Fungos e Salmonella

Amostras 35°C 45°C Leveduras

(NMP/g) (NMP/g)  (UFClg) ‘PP
A 4,0 4,0 1,0 x 102 Auséncia
B <30 <30 <1,0x 10"  Auséncia
C <30 <30 <1,0x 10"  Auséncia
D 1,2x 10" 7,0 1,2x10% Auséncia
Padrao 10°NMP/g - Auséncia

(Brasil, 2001)

NMP/g = Numero Mais Provavel por grama; UFC/g = Unidade For-
madora de Colonia por grama

Dentre as amostras industrializadas, a amostra
da marca “A” foi a que apresentou os maiores valores
para coliformes a 35 °C e 45 °C (4,0 NMP/g) e fungos
e leveduras (1,0 x 10* UFC/g). As demais amostras “B”
e “C” apresentaram valores semelhantes, sendo < 3,0
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NMP/g para coliformes a 35 °C e 45 °C e <1,0 x 10" para
fungos e leveduras (Tabela 1). Esta diferenca pode ser
explicada pela falha de alguma etapa do processamento
das castanhas.

Os resultados das castanhas obtidas de forma
artesanal apresentaram-se acima dos encontrados para
castanhas industrializadas, indicando que o controle
de qualidade, processamento, manuseio, embalagem e
armazenamento da castanha industrial é mais rigoroso
em comparagdo as castanhas de caju processadas de
forma artesanal.

Dentre os géneros fungicos isolados, foram
identificadas 43 cepas, pertencentes a quatro géneros:
Aspergillus, Penicillium, Curvularia e Syncephalastrum. As
espécies prevalentes pertenciam aos géneros Penicillium
e Aspergillus. Estes resultados foram semelhantes aos
de Freire e Kozakiewicz'? ao relacionar os organismos
associados a améndoas de cajueiro no Brasil. Costa et
al.”, ao identificarem fungos relacionados a castanha-
do-Brasil e a0 amendoim comercializados em Fortaleza
(CE), constataram que os géneros Aspergillus e Penicillium
também foram os mais prevalentes e enfatizaram sobre a
elevada contaminagao fiingica observadas nos produtos
analisados.

Foram identificadas 17 cepas do género
Aspergillus pertencentes as se¢oes, Nigri e Flavi. A maior
prevaléncia foi de Aspergillus niger agregados. Também
foram isoladas outras duas espécies importantes como A.
flavus e A. oryzae, sendo que o A. flavus é considerada
uma importante espécie produtora de micotoxinas e, de
acordo com Costa etal."’, a presenca constante de espécies
de Aspergillus, especialmente A. flavus, sugere que estes
produtos podem estar contaminados com aflatoxinas.

Foram identificadas 24 espécies do género
Penicillium, com predominincia do Penicillium
corylophillum, seguido pelo Penicillium citrinum,
potencialmente capaz de produzir micotoxina®.

Asespéciesdogénero Penicilliumsao consideradas
fungos de produtos armazenados®. Algumas espécies sdao
também importantes produtoras de micotoxinas, como
a patulina, encontrada frequentemente em frutas e a
citrinina em cereais e alimentacao animal®.

O controle de qualidade das castanhas ¢é
fundamental, uma vez que estas sdo consumidas
diretamente ou utilizadas na formulagdo de outros
alimentos. A presenca de fungos produtores de
micotoxinas pode representar riscos ao consumidor, pois
estudos apontam que essas toxinas podem causar severos
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danos a saude, como efeitos neurotdxicos, nefrotoxicos,
imunoldgicos e alteragdes gastrointestinais'.

Em estudo® realizado em vérias etapas do
processamento com amostras de castanhas industrial,
também foi detectada a presenca dos géneros
Aspergillus e Penicillium, demonstrando que a etapa
de armazenamento torna-se um ponto critico de
controle durante seu beneficiamento, e seu controle é
fundamental para a qualidade do produto final. Caso os
fatores como umidade e temperatura de armazenamento
nesta etapa nao sejam controlados, a presenca destes
fungos em nimero elevado pode favorecer a produgao de
micotoxinas. Deste modo, é necessario também, avaliar
as etapas de processamento da castanha produzida de
forma artesanal para verificar seus pontos criticos de
controle durante seu beneficiamento e controlar os
fatores extrinsecos e intrinsecos que podem favorecer sua
preservagdo e garantir sua qualidade até o consumidor
final.

CONCLUSAO

As amostras de castanhas industrializadas e
processadas artesanalmente apresentam condigdes
higiénicas e sanitdrias satisfatérias de acordo com a
legislacao vigente. No entanto, a presenca de algumas
espécies flngicas que podem ser toxigénicas requer
uma atengdo especial, principalmente para as castanhas
comercializadas nas ruas, o que pode favorecer um
aumento mais significativo destes micro-organismos,
seguido de produgdo de micotoxinas oferecendo assim
risco a saide do consumidor.
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RESUMO

Este estudo avaliou o risco de contaminagao por micro-organismos patogénicos em 70 amostras de drogas
vegetais psicoativas, adquiridas no comércio popular de Diadema (SP). A analise foi feita seguindo-se
os parametros microbiologicos definidos pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) e Farmacopeia
Brasileira. Ademais, foi averiguado o potencial da micoflora isolada em produzir micotoxinas. Das drogas
vegetais avaliadas, 66,7% das amostras estavam em desacordo com as especificacdes de qualidade da
OMS. Quanto ao potencial micotoxigénico dos isolados fungicos, nenhum demonstrou capacidade para
produzir ocratoxina A ou citrinina; e quatro isolados (3,9%) apresentaram capacidade aflatoxigénica. A
baixa qualidade microbioldgica dos produtos estudados indicou a necessidade de adequar o comércio
informal de drogas vegetais para resguardar a saude dos consumidores.

Palavras-chave. plantas medicinais, contaminagdo, micotoxinas, comércio popular, risco sanitario.

ABSTRACT

This study evaluated the microbiological contamination risk of 70 samples of 18 psychoactive herbal drugs
purchased in the informal trade in Diadema, SP. This analysis was performed according to the parameters
established by the World Health Organization (WHO) and Brazilian Pharmacopeia. The microbiological
quality concerning the bioburden and the occurrence of food-borne risk indicators were evaluated following
the official compendia. Besides, the potential production of aflatoxins, ochratoxin A and citrinin by the
isolated fungi was assessed. Of the analyzed herbal drugs, 66.7% samples did not comply with the WHO
standards in relation to bacterial and fungal load. In accordance with the microorganism contamination
risk indicators defined by the Brazilian Pharmacopoeia, the rate of noncompliant herbal drugs increased
to 94.4% due to the detection of Enterobacter spp and Aspergillus flavus. In relation to toxigenic potential,
none of the fungal isolates showed capability of producing ochratoxin A or citrinin, and four (3.9%)
Aspergillus flavus isolates only were able to produce aflatoxins B1 and B2. The poor microbiological quality
indicated the need to adequate the herbal drugs informal trade in order to preserve the consumer’s health.
Keywords. medicinal plants, contamination, mycotoxins, informal trade, health risk.
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INTRODUCAO

Apesar das descobertas de substincias ativas em
plantas medicinais terem impulsionado uma revolu¢iao
cientifica e tecnoldgica que promoveu sua substitui¢do
por farmacos sintéticos, a Organizagao Mundial da Saude
estima que 80% da populagdo dos paises emergentes
utilizam a medicina tradicional, especialmente
fitoterapia, na atencio primaria a saude influenciada por
fatores econOmicos, sociais e culturais'. Apesar disso,
permanece a preocupagdo com a eficicia e a seguranca de
uso, pois a demanda nao foi acompanhada pelo avango
na qualidade da matéria-prima.

O comércio popular de drogas vegetais sem o
devido acompanhamento sanitirio implica em riscos
para a saude publica relacionados ao uso de espécies
equivocadas, substituicbes por vezes intencionais,
imprecisao nos rétulos, contamina¢ao microbiana, entre
outros, que levam a inconsisténcia na qualidade*®.

Em areas urbanas, é comum a comercializagdo de
drogas vegetais (DVs) em barracas de rua para as mais
diversas indicagdes de uso. Alguns desses comerciantes
agrupam as plantas em aglomerados, os chamados
“amarrados’, que ficam livres para manipula¢io do
publico e expostos ao ar. O objetivo deste estudo foi avaliar
a qualidade microbioldgica de drogas vegetais, obtidas
em comércio popular nas ruas da cidade de Diadema
(SP), para as quais se atribuem atividades psicoativas,
ou seja, capacidade para alterar aspectos fisioldgicos e
comportamentais como a capacidade cognitiva, padroes
de pensamento e humor.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram adquiridas amostras de drogas vegetais
com possivel acdo psicoativa de quatro comerciantes
locais, os quais, depois de esclarecidos quanto ao objetivo
deste estudo, demonstraram concordancia em participar
com a assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido. Durante as entrevistas, verificou-se que 39,9%
das drogas vegetais comercializadas remetiam a atividade
psicoativa, principalmente como estimulante. Para este
estudo, foram coletadas 70 amostras compostas por 18
espécies vegetais com atividade psicoativa (anis estrelado,
camomila, catuaba, cipd-cravo, erva-de-Sao-Joao, ginco,
ginseng, guarana, jatobd, maracujd, marapuama, melissa,
mulungu, noé-de-cachorro, noz-de-cola, olho-de-boi,
tilia e valeriana).

Avaliagao da qualidade microbiologica

As amostras adquiridas foram avaliadas quanto a
carga de bactérias e fungos presentes e quanto a presenga
de micro-organismos indicadores de risco para a via de
administragdo oral - Salmonella spp, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Enterobacter
spp, Candida albicans, Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus — conforme Farmacopéia Brasileira®. Em
adigdo, verificou-se o potencial da microflora isolada
para produzir as seguintes micotoxinas: aflatoxinas,
ocratoxina A e citrinina.

Para a enumeragdo de bactérias heterotrificas
e fungos, utilizou-se a técnica de semeadura em
profundidade, conforme descrito em compéndios
oficiais*’, assim como, para a enumeragdo de Escherichia
coli e outras enterobactérias, foi utilizada a técnica de
tubos multiplos conforme descrito em compéndios
oficiais®.

O isolamento e identificacdo de bactérias foram
realizados conforme indicado em compéndios oficiais>®7,
sendo a confirmac¢ao da identidade das colonias obtidas
em meios de cultura seletivos executada por técnicas de
coloragéo e provas bioquimicas.

Para o isolamento de fungos Agar Dextrose
Batata, utilizou-se, com incubagdo a 26 + 1°C por 10
dias, sendo a identificacio realizada pela observacdo das
caracteristicas macromorfoldgicas e micromorfologicas,
seguindo esquemas taxonomicos de Rapper e Fennel® e
Pitt®.

A avaliagdio do potencial toxigénico de
Aspergillus e Penicillium nas amostras foi realizada por
meio da inoculagdo dos isolados em Agar Coco pH 7,0
+ 0,1 (para avaliar potencial de produzir aflatoxinas e
ocratoxina A) e em Agar Coco pH 5,0 + 0,1 (para a avaliar
potencial de produzir citrinina), incubados a 26 + 1°C
por 10 dias'. Apds o periodo de incubacéo, cada coldonia
desenvolvida foi transferida para frasco em vidro de
boca larga, a qual foi pesada e macerada em cloroférmio,
na proporgao de 3,0 mL para cada 1,0 g de material. O
macerado foi mantido em agitagio por 30 minutos,
em agitador mecanico horizontal tipo Shaker e, entio,
filtrado em papel de filtro, sendo o filtrado recolhido
em tubo de ensaio e evaporado em banho-maria a 80°C
alocado em capela de seguranga quimica. As micotoxinas
foram detectadas por cromatografia em camada delgada,
conforme descrito por Soares e Rodriguez-Amaya'' e a
confirmacido quimica da identidade da micotoxina foi
realizada por técnicas adequadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de produtos de origem vegetal
para alivio das desordens mentais tem significado e
importancia baseados em praticas populares’? e tem
aumentado com a evolugdo do conhecimento na érea.
No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos pretende garantir a populagdo o acesso
seguro e o uso racional associados ao desenvolvimento
socio-econdmico, melhorando as condi¢des de vida e
satde da populagio brasileira.

Embora o consumo seja disseminado, somente
alguns poucos paises apresentam regulamentagao efetiva
para garantir o uso seguro e eficaz de produtos de origem
vegetal com finalidade terapéutica. Considerando a
seguranca bioldgica de drogas vegetais e fitoterapicos,
a pesquisa dos contaminantes microbianos deve estar
de acordo com especificacdes farmacopeicas ou com
recomendagdes da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS). Como a via de administracdo indicada para o
objeto deste estudo foi exclusivamente oral, sob a forma
de decocto ou infusdo, utilizou-se o seguinte padrio
de qualidade recomendado pela OMS®: maximo de 107
UFC de bactérias aerdbias/g, maximo de 10* UFC de
bolores e leveduras/g, maximo de 10 UFC de Escherichia
coli/g, maximo de 10* UFC de outras enterobactérias/g
e auséncia de Salmonella spp. Ainda a Farmacopeia
Brasileira’® indica que seja realizada a pesquisa de outros
indicadores de maior risco para a via de administracao
oral, como Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Enterobacter spp, Candida albicans, Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus.

Observamos que 66,7% das drogas vegetais
avaliadas estavam em desacordo com as especifica¢des
de qualidade da OMS por apresentarem populacdes de
bactérias heterotroficas, fungos e/ou enterobactérias
acima dos limites maximos estabelecidos (Figura 1).
Porém, se considerados os indicadores de risco definidos
pela Farmacopeia Brasileira, o indice de drogas vegetais
em desacordo aumenta para 94,4%, devido a deteccao
de Enterobacter spp em 17 drogas vegetais (exceto anis
estrelado) e de Aspergillus flavus em 12 drogas vegetais
(catuaba, cipo6-cravo, erva-de-Sdo-Jodo, ginseng,
guarana, jatobd, maracuja, marapuama, mulungu, noz-
de-cola, tilia e valeriana).

Embora a Farmacopeia Brasileira recomende a
auséncia de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
em produtos destinados a administracio oral, pela
preocupacgao de possivel contaminagdo com aflatoxinas,
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foi verificada a presenca de outros isolados flingicos
conhecidos pela capacidade em produzir micotoxinas
entre os oito géneros detectados (apresentados em
tom escuro na Figura 2), sendo esta ocorréncia em
conformidade com varios estudos realizados com drogas
vegetais e fitoterapicos no Brasil” e em outros paises,
como Egito, India, Nigéria, Croacia, Polonia, Portugal e
Argentina ",
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Figura 1. Carga microbiana verificada em amostras de drogas vegetais

Considerando que, na avaliagdo de risco de
ocorréncia de micotoxinas, a verificagdo da capacidade
dos isolados fingicos para a sintese destes compostos'
¢ mais significativa que apenas a identificacdo da espécie
contaminante, foi avaliado o potencial toxigénico de
todos os isolados dos géneros Aspergillus e Penicillium
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- que corresponderam a 86% do total obtido neste
estudo - quanto a produgido de aflatoxinas (B1, B2, G1
e G2), ocratoxina A e citrinina. Nenhum dos isolados
demonstrou capacidade para produzir ocratoxina A
ou citrinina e somente quatro (3,9%) dos isolados de
Aspergillus flavus apresentaram capacidade de produzir
aflatoxinas, dos quais trés demonstraram capacidade
para produzir somente aflatoxina B1 (isolados em cipd-
cravo, marapuama e tilia) e um apresentou potencial para
produgdo de aflatoxinas Bl e B2 (isolado em erva-de-
Sao-Joao).

100,0 71 88,9
77,8

66,7 611

rogas Vegetais

B U1 Oy N 0 0
LeLeee
coocoooco

[a)
< 30,0 22,2

3 20,0 11,1 11,1 11,1
o

g Isolado fuingico

Figura 2. Frequéncia de drogas vegetais contaminadas em fun¢io do
tipo de isolado fuingico detectado

Neste estudo, foram observadas que as
condutas utilizadas pelos comerciantes na manipulacao
e acondicionamento dos produtos favoreciam a
contamina¢do e desenvolvimento microbiano, com
consequente perda da qualidade da matéria-prima, tais
como: fracionamento para venda sendo realizado no
proprio local, em area exposta e em geral proxima a
vias com intenso trafego de automdveis; drogas vegetais
mantidas expostas ao ambiente; e falta de local adequado
para estocagem, em geral mantidas no chdo e expostas
as condicdes climaticas - evidenciada pelos resultados
obtidos e que expdem os consumidores destes produtos
a riscos a saude.

CONCLUSAO

Fica evidente a necessidade da elaboracdo de
politicas publicas voltadas a orientagao e re-estruturagdo
do comércio popular de drogas vegetais e fitoterapicos
como forma de garantir o acesso seguro e eficaz a estes
produtos, considerando a importincia da medicina
popular na promogéo a satude.
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RESUMO

A raiva é uma antropozoonose provocada pelo virus do género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae, que
pode infectar todos os mamiferos e, apesar de conhecida desde a antiguidade, ainda continua como
problema de satide publica em paises em desenvolvimento. Neste trabalho, foi caracterizado e avaliado
o atendimento antirrabico humano no municipio de Garanhuns (PE), realizado no periodo de 1999 a
2006, analisando-se as variaveis registradas no Sistema de Informagio e Agravos de Notificagdo (Sinan).
A andlise mostrou a prevaléncia de agressoes aos individuos do sexo masculino com idades entre um e 20
anos, causadas pela espécie canina durante momentos de lazer, e a maioria apresentou ferimentos tnicos,
profundos e localizados nas méos e nos pés. Durante o periodo estudado, houve aumento no numero de
notificagdes. O tratamento foi indicado para 580 pacientes, porém, houve desisténcia de 32 deles. Este
estudo evidenciou que é fundamental que as equipes de geréncia local de satde implementem cursos
de treinamentos e de reciclagem dos profissionais quanto ao preenchimento da ficha de notificagdo e a
importancia do acompanhamento dos pacientes, bem como para fornecer esclarecimentos e orientagio
de seguimento adequado de tratamento profilatico antirrabico aos usudrios.

Palavras-chave. raiva, epidemiologia, tratamento antirrabico humano.

ABSTRACT

Rabies is an anthropozoonosis caused by rabies virus of Lyssavirus genre, Rhabdoviridae family, which
can infect all mammals, and 5 although it has being known since antiquity, it still remains a public health
problem in developing countries. This study aimed at characterizing and evaluating the aggressions by
animals and the human anti-rabies health assistance in the city of Garanhuns, PE, during the period from
1999 to 2006. For this purpose, the variables collected from the Disease Information and Surveillance
System (SINAN) were analyzed. This survey evidenced the prevalence of aggression caused by dogs in
male individuals aged from one and twenty years old, during leisure time, and the majority of them had
one unique, deep and located injuries in hands and feet. Increase in the number of notifications occurred
during the studied period, and the treatment was indicated to 580 patients, but 32 of them gave up.
Considering the observed data, the local health managers should promote training and refresher courses
to instruct the involved technicians over the issues related to the accurate data collection, the precise
questionnaire filling in, the suitable patients follow-up, and to be skilled to orientate the patients to follow
the complete anti-rabies prophylactic treatment procedure.

Keywords. rabies, epidemiology, human anti-rabies treatment.
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INTRODUCAO

O homem convive com os animais, sejam eles
de companhia, como os cies e gatos, ou os animais
de produgdo, como ruminantes, suinos, entre outros
animais de fazenda e, por meio desse convivio, podem
se expor a varios micro-organismos responsaveis por
doencas zoondticas, tais como a leishmaniose, a raiva, a
leptospirose, as salmoneloses, as parasitoses, entre outras'.

Documentos histdricos relatam que ha quatro
mil anos se faziam associa¢des entre uma doenca letal e
a mordida de cies, caracterizando a raiva como uma das
primeiras zoonoses®. A raiva é uma antropozoonose viral
de grande importancia, pois, além de acometer todos os
mamiferos, tem letalidade de aproximadamente 100%,
e a transmissdo ocorre por meio da inoculac¢do do virus
rabico, que pertence a familia Rhabdoviridae, do género
Lyssavirus. Como fonte de infec¢do dentre os animais
domésticos, a espécie canina ¢ o principal responsavel
pela transmissdo ao homem, principalmente por meio
de mordeduras e, mais raramente, por arranhadura e
lambedura de mucosas’. O virus é neurotropico, atinge
o sistema nervoso central (SNC) e causa um quadro de
encefalomielite aguda, decorrente de sua replicagdo entre
0s neuronios*.

Os sinais clinicos aparecem somente apds o
envolvimento do SNC, e a morte é consequente ao
comprometimento de centros nervosos vitais®. No caso
da raiva paralitica, os animais apresentam sinais como:
ataxia, afastam-se dos outros animais, tenesmo, salivacao
excessiva, priapismo, movimentos de pedalagem e
paralisia do sistema respiratorio. Estes sinais sdo mais
comuns nos animais de produ¢do (bovideos, pequenos
ruminantes, equideos e suinos). J& no caso da raiva
furiosa, mais comum nos animais de companhia, como
cdes e gatos, pode-se observar espasmos musculares,
fotofobia e salivacéo.

O virus da raiva ¢ mantido por ciclos inter-
relacionados, sdo eles: o “ciclo urbano”, que refere-se a
raiva em cdes e gatos; o “ciclo silvestre aéreo’, que refere-
se a raiva em morcegos; o “ciclo rural’, que envolve os
animais de produgdo (ruminantes, pequenos ruminantes,
equideos, suinos), enquanto o “ciclo silvestre terrestre”
refere-se a raiva associada a raposas, gato do mato,
macacos e outras espécies silvestres’.

Quando a criagao de caes e gatos ¢ inadequada,
surgem problemas de superpopulagio nos grandes
centros urbanos, que refletem na transmissao de doengas,

inclusive a raiva, necessitando da intervengédo de servicos
publicos para o controle®.

A distribuicao da raiva ndo é obrigatoriamente
uniforme, ou seja, observa-se areas livres e dreas de
baixa ou alta endemicidade. Paises isolados, como Japao
e Inglaterra, conseguiram erradicar a raiva pela maior
facilidade no seu controle’. Assim como alguns outros
paises das Américas, como Barbados, Jamaica e Ilhas do
Caribe, e da Europa: Portugal, Espanha, Irlanda, Gra-
Bretanha, Paises Baixos e Bulgaria®.

Entre 1980 e 2004, houve uma redugido
significativa no numero de casos registrados de raiva
humana, por ano, no Brasil, caindo de 173 para 30, o que
representa uma queda de 83%. A maioria concentrada
nas regides Norte e Nordeste, responsaveis por 80% do
total de casos do pais’.

Em 2005, foram registrados 44 casos de raiva
humana, sendo 17 na regiao Norte (todos no Para); 26,
na regido Nordeste (24 casos no Maranhdo; 1, no Ceara;
e 1 em Sergipe) e um caso em Minas Gerais. Em 2006,
foram notificados nove casos de raiva humana, dos quais
seis foram transmitidos por cdo (cinco no Maranhdo
e um, em Pernambuco); dois por morcegos de forma
acidental (um em Alagoas e um, no Rio de Janeiro) e um
por herbivoro em Minas Gerais®.

Durante o decénio 1997-2006 e a partir de 2003,
houve um decréscimo dos casos de raiva canina e felina
e a principal espécie associada as infecgdes foram os
morcegos hemato6fagos’.

Ocorreu um decréscimo dos casos em humanos e
animais a partir de 2006 até 2011, enquanto o numero de
pessoas que solicitam o atendimento nos postos de satide
procurando por atendimento antirrabico aumentou®. A
causa do aumento desta procura pode estar relacionada
a um maior nimero de pessoas com informagdes sobre
o risco de contrair a doenc¢a e também a acessibilidade
facilitada aos servicos que oferecem o tratamento®.

A prevengdo da raiva humana é baseada no
tratamento profilatico antirrabico quando houver
suspeita de exposicao ao virus'’. O Programa Nacional
de Profilaxia da Raiva (PNPR) foi criado no Brasil em
1973, com o objetivo de promover no pais, atividades de
combate a raiva humana através da prevencio da doenga,
do controle desta zoonose nos animais domésticos por
meio da vacina canina antirrabica, captura de animais,
além do tratamento especifico das pessoas agredidas por
animais raivosos ou suspeitos e vacinagdo das pessoas
que estdo expostas ao risco (veterinarios, vacinadores,
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bidlogos e profissionais expostos ao risco de infecgdo),
diagndstico laboratorial, vigilincia epidemioldgica e
educacio em saude’.

A profilaxia pds-exposi¢do combina a limpeza
criteriosa da lesdo e a administracdo da vacina contra
a raiva, isoladamente ou em associa¢io com o soro
antirrabico, sendo este o unico meio disponivel para
evitar a morte do paciente infectado, desde que adequada
e oportunamente aplicada'.

No inicio da década de 1990, foi criado o Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificagdo - SINAN
- tendo como objetivo a coleta e processamento dos
dados sobre agravos de notificagdao em todo o territorio
nacional, fornecendo informagoes para a andlise do perfil
da morbidade e, dessa forma, contribuindo para a tomada
de decisdes nos niveis municipal, estadual e federal'~

Para isso, o aplicativo SINAN-DOS foi
implantado em 1993, sendo concebido originalmente,
para armazenar, a partir de instrumentos e cddigos de
acesso padronizados em nivel nacional, as informagdes
das doencas de notificacio compulsoria, coletadas pelas
respectivas fichas de notificagdo e investigacao e entre
elas a ficha de atendimento antirrabico humano'2

No entanto, foi somente em 1998, que o uso
do SINAN foi regulamentado por meio de portaria
ministerial, tornando obrigatoria a alimentagao da base
de dados nacional pelos municipios, estados e Distrito
Federal, designando a Fundagdo Nacional de Saude
(FUNASA), por meio do extinto Centro Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (CENEPI) - atualmente
incorporado pela Secretaria de Vigilancia em Saudde,
do Ministério da Satde -, como a gestora nacional do
sistema'”.

O atendimento das pessoas agredidas no
municipio de Garanhuns (PE) ocorre no Hospital
Regional Dom Moura, nos dias uteis e feriados, onde sao
realizados os primeiros socorros e a aplica¢do da primeira
dose da vacina (quando necessario), quando, entio, o
paciente é encaminhado pra continuar o tratamento nos
Postos de Satde da Familia.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
situagdo epidemioldgica das agressdes por animais
ocorridas no municipio de Garanhuns - Estado de
Pernambuco - bem como o tratamento antirrabico
instituido por meio da andlise de fichas de atendimento
antirrabico (SINAN), no periodo de 1999 a 2006, visto
que tal situagdo é inédita no municipio em estudo
e podera contribuir para um melhor atendimento a
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comunidade pelas equipes médicas do servigo de saide e
um adequado planejamento aos gestores de satide no que
diz respeito ao tratamento profilatico antirrabico.

MATERIAL E METODOS

Os dados foram obtidos por meio de informacdes
das Fichas de Investigacdo de Atendimento Antirrabico
Humano da cidade de Garanhuns, registradas no Sistema
de Informagao de Agravos de Notificagio — SINAN -,
durante o periodo de janeiro de 1999 a dezembro de
2006, armazenados na V Geréncia Regional de Saude -
V GERES.

As fichas analisadas foram preenchidas pelos
funcionarios do Setor de Profilaxia da Raiva Humana
(agentes de satde), bem como pelo corpo de enfermagem
e médicos dos Postos de Satide Familiar (PSF) ou hospitais
particulares e encaminhadas a Secretaria de Saude para
inclusdao no programa Epi-Info 6.0 - SINAN.

As informagdes colhidas foram as seguintes
variaveis: més do agravo; sexo e idade do agredido; local
do acidente (mucosa, cabega/pescogo, maos/pés, tronco,
membros superiores ou membros inferiores); tipo de
acidente (mordedura, arranhadura ou lambedura);
espécie do animal agressor; condi¢ao do animal
(sadio, suspeito, desaparecido, raivoso, observavel ou
sacrificado); e condigao de ocorréncia da agressao (lazer,
animal feroz ou animal com comportamento alterado); e
indicagdo de tratamento profilatico antirrabico.

Todas as informagdes colhidas do SINAN foram
tabuladas em planilhas de dados do programa Excel e
calcularam-se, entdo, as frequéncias relativas e absolutas
das variaveis estudadas.

RESULTADOS

Das 580 fichas de atendimento antirrabico
oriundas do municipio de Garanhuns (PE), no periodo
de 1999 a 2006, observou-se que 333 agredidos (57%)
pertenciam ao sexo masculino, enquanto 247 (43%), ao
feminino, e, quanto a faixa etaria, 255 vitimas (43,9%)
entre um e 20 anos de idade.

Apos a andlise das fichas, verificou-se que, ao se
estudar a variavel condi¢do de ocorréncia, a mesma foi
ignorada em 273 casos (47%), enquanto 146 acidentes
(25%) ocorreram durante horas de lazer, 88 (15%) foram
provocados por animais alterados e 73 (13%) tiveram
como causa animais ferozes.
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Conforme mostra a Tabela 1, a espécie canina
foi a principal causadora das agressdes, com 370 casos
(63,7%), seguida das agressdes por felinos com 153
casos (26,3%) e outras espécies com ocorréncia de
agressdes em menor percentual, como primatas, raposas
e morcegos. Quanto a condi¢do do animal, pode-se
observar, na Tabela 1, que 224 (38,6%) eram sadios e
154 (26,5%) sumidos ou desaparecidos, enquanto 120
casos (20,8%) foram ignorados, 57 (9,8%) passaram por
observacdes, mas nio foi definido seu estado, 15 (2,6%)
foram eutanasiados e 10 (1,7%) foram comprovadamente
raivosos.

Tabela 1. Distribui¢ao segundo o niimero e porcentagem de espécies
agressoras e condi¢do do animal agressor de 580 pacientes expostos
ao tratamento antirrabico, no municipio de Garanhuns - PE, do pe-
riodo de 1999 a 2006

Espécie agressora N° %
Ignorado 21 3,7%
Canina 370 63,7%
Felina 153 26,3%
Primata 10 1,8%
Raposa 8 1,4%
Quirdptera 4 0,7%
Outra 14 2,4%
Condi¢ao do animal

Ignorado 120 20,8%
Sadio 224 38,6%
Sumido / desaparecido 154 26,5%
Observavel 57 9,8%
Sacrificado 15 2,6%
Raivoso 10 1,7%

Dos 580 acidentes, pode-se observar, na Tabela
2, que 336 (57,9%) dos ferimentos foram unicos,
208 (35,9%) foram multiplos e em 36 casos (6,2%) a
extensdo do ferimento foi ignorada. Ainda na Tabela
2, foram identificados 597 ferimentos, dos quais
308 (51,6%) profundos, 232 (38,9%) superficiais e
57 (9,5%) dilacerantes. O namero de ferimentos foi
maior que o numero de casos, porque em situagdes
de multiplos ferimentos o0s responsaveis pelo
preenchimento selecionam mais do que uma variavel.
O tipo de exposicio de maior ocorréncia foi por
meio de mordeduras, com 473 casos (77,6%), seguido
de arranhaduras com 104 casos (17,0%). Foram
acometidos principalmente as maos e os pés, com 263
casos (39,6%), seguido dos membros inferiores com
177 casos (26,7%) e membros superiores com 102 casos
(15,4%), conforme Tabela 2.

Tabela 2. Distribui¢ao dos ferimentos segundo o numero e porcen-
tagem da extensdo e profundidade, tipo e local do ferimento de 580
pacientes expostos ao tratamento antirrdbico, no municipio de Gara-
nhuns - PE, do periodo de 1999 a 2006

Extensdo dos ferimentos N° %
Ignorados 36 6,2%
Unicos 336 57,9%
Multiplos 208 35,9%
Profundidade dos ferimentos**

Profundo 308 51,6%
Superficial 232 38,9%
Dilacerante 57 9,5%
Tipo de ferimento*®

Mordedura 473 77,6%
Arranhadura 104 17,0%
Contato Direto 22 3,6%
Lambedura 11 1,8%
Local do ferimento**

Maos e pés 263 39,6%
Membros inferiores 177 26,7%
Membros superiores 102 15,4%
Cabega e pescogo 83 12,5%
Tronco 38 5,7%
Mucosas 1 0,1%

*abe O nimero total desses itens é 597, 610 e 664, respectivamente,
pois ha ferimentos multiplos e associagdes das classificacdes, tipos de
ferimentos e locais.

Em Garanhuns, o tratamento instituido em 392
atendimentos (67,7%) foi predominantemente pos-
exposicdo, seguidos de 50 tratamentos de pré-exposi¢ao
(8,7%) e 6 deles de re-exposicao (1,2%) e ignorado em 132
(22,4%) casos. A vacina de cultivo celular foi utilizada em
394 casos (67,9%); a Fuenzalida e Palacios modificada
em 30 (5,2%) casos, e o tratamento foi ignorado em 156
(26,9%) casos. Dos 580 atendimentos, ocorreu abandono
em 35 (6,1%) casos, em 191 (32,9%) casos a situaciao
foi ignorada, e em 354 (61,9%) casos completaram
o tratamento. Devido & maijor utilizacio das vacinas
produzidas em cultivo celular, implantada no tratamento
profilatico no inicio dos anos 2000, observou-se pequeno
numero de reacdes adversas (cinco): duas locais, duas
neuroldgicas e uma sistémica.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Em relagdo as variaveis sexo e faixa etaria, dados
semelhantes encontrados neste trabalho também foram
observados na pesquisa realizada em Jacarezinho (PR),
que relatou em 54% de pacientes do sexo masculino
e 46% do sexo feminino, enquanto a faixa etdria mais
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acometida (48%) foi entre 01 a 14 anos, confirmando que
os acidentes ocorrem, portanto, durante as atividades de
lazer com os animais®’.

O fato de as atividades de lazer estarem associadas

asagressoes em humanos também foi verificado na andlise
das fichas de atendimento antirrabico no municipio de
Garanhuns, assim como acidentes e agressdes foram
provocadas pela vitima em 580 casos (23,5%) e em sua
maioria durante momentos de lazer (47,8%)°.
Os dados relativos a extensdo (unicos),
profundidade (superficial) e tipo (mordedura) do
ferimento sdo semelhantes aos verificados por outros
autores>'*!*, porém em rela¢do alocalizacao do ferimento,
diferem dos relatados por esses mesmos autores que
descreveram que a maioria das agressdes ocorreram em
membros inferiores, contrariamente ao encontrado em
Garanhuns (PE), que ocorreram a maijoria em maos e
pés.

Quanto ao ano de exposi¢cdo, houve maior
procura pelo atendimento antirrabico em 2005 e 2006,
provavelmente pelo fato de pessoas estarem mais
esclarecidas e preocupadas com a raiva e outras zoonoses
ou mesmo por uma melhoria na qualidade dos servicos
de saude e notificagao de agravos.

Em relagio ao periodo de ocorréncia de
agressdes, enquanto em Garanhuns, observou-se que
tal evento aconteceu principalmente nos meses de abril,
janeiro e agosto, tais dados diferem de outros estudos
que relatam maior ocorréncia nos meses de margo, julho,
agosto e setembro''* ou maior frequéncia em julho, abril
e dezembro ¥, porém, em todos os estudos, observa-se os
meses de dezembro, janeiro e julho, periodos de férias, e
provavelmente as agressdes ocorram nos momentos de
lazer com mais intensidade.

Diante das andlises realizadas, durante o periodo
de 1999 a 2006, apesar do aumento no numero de
notificagdes dos acidentes por animais e do tratamento
antirrabico indicado pelo Servico de Saude na cidade
de Garanhuns, observou-se também uma falha no
preenchimento das fichas de notificagdio do SINAN,
indicando que as equipes de geréncia local de saude
devem realizar treinamento e reciclagem junto as suas
equipes de saude publica para maior conscientizacio
sobre a importancia do preenchimento correto das
mesmas, visando a um melhor aproveitamento dos dados
para o estudo epidemiolégico das agressdes por animais
e posterior instituicao do tratamento antirrabico, quando
realmente necessario.
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Mesmo nado havendo casos humanos de raiva
durante o periodo estudado, as equipes de satide devem
realizar a busca ativa dos faltosos nos tratamentos
antirrdbicos indicados, devido ao percentual de
tratamentos abandonados e casos ignorados, além da
implantag¢ao permanente de programas educativos sobre
a guarda responsavel dos animais junto a comunidade,
enfatizando principalmente informacdes sobre preven¢ao
e procedimentos a serem tomados apds a agressdo por
animais domésticos, além da importancia do tratamento
antirrabico.
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REsuMOS DE TESES E DISSERTACOES

Estudo da administracao de acidos graxos poli-insaturados no condicionamento
com cocaina em camundongos

Eserian JK. Study of the effects of polyunsaturated fatty acids on cocaine-conditioned place preference in mice. Sao Paulo,
SP, 2011. [Dissertagio de Mestrado - Area de Concentragio: Medicina e Sociologia do Abuso de Drogas, Departamento de
Psicobiologia da Universidade Federal de Sdo Paulo, Campus de Sdo Paulo - UNIFESP]. Orientador: José Carlos Fernandes
Galduroz. Co-orientadora: Monica Levy Andersen

O aumento da neurotransmissao dopaminérgica tem sido ligado a euforia produzida pela cocaina. Estudos
pré-clinicos demonstraram que a modificagdo da composi¢ao de acidos graxos poli-insaturados na dieta pode
influenciar o nivel de neurotransmissao. Evidéncias de estudos basicos sugerem que os acidos graxos poli-insaturados
da série 6mega 3 poderiam ter um papel no abuso de drogas através de suas agdes nos sistemas serotoninérgico e
dopaminérgico centrais, os quais tém um papel importante nos mecanismos de recompensa. O objetivo do estudo
foi verificar se a administragdo de acidos graxos poli-insaturados provoca alteragdo na preferéncia condicionada
por lugar por cocaina, correlacionando os dados comportamentais com os niveis plasmaticos de acidos graxos poli-
insaturados. Utilizou-se como fonte de acidos graxos poli-insaturados o 6leo de linhaga, rico em émega 3 e 6mega
6. Foram utilizados 5 grupos de camundongos C57Bl/6] suplementados com éleo de linhaga ou solugao controle
por 19 dias, condicionados com cocaina ou salina . Realizou-se o teste de preferéncia condicionada por lugar para
se avaliar a eficacia do tratamento com os dcidos graxos poli-insaturados. Executou-se uma extragdo dos lipideos
totais a partir do plasma, havendo uma reagdo de derivatizagdo dos acidos graxos posteriormente. Os acidos
graxos foram separados em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) através de uma coluna analitica
C18 de fase reversa, sendo os mesmos detectados através de um detector de fluorescéncia. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia de duas vias e ao teste de Newman-Keuls, utilizando-se o programa Statistica
versao 7.0. Os resultados demonstraram que os acidos graxos poli-insaturados nao exerceram efeito protetor contra
o comportamento relacionado ao condicionamento com cocaina. O perfil lipidico dos animais condicionados
com cocaina apresentou diferencas estatisticas significativas quando comparado aos animais nao condicionados
com cocaina quando ambos foram suplementados com acidos graxos poli-insaturados, tendo sido observadas
alteragdes significativas dos niveis de dcido eicosapentaendico e acido linoléico entre os grupos. Em conjunto, esses
dados sugerem que os dcidos graxos poli-insaturados podem estar relacionados ao condicionamento com cocaina.

Palavras-chave. acidos graxos poli-insaturados, cocaina, cromatografia liquida de alta eficiéncia, preferéncia con-
dicionada por lugar, 6leo de linhaga, abuso de drogas.

Dissertagdo disponivel na Biblioteca do

Departamento de Psicobiologia da

Universidade Federal de Sao Paulo, Campus de Sao Paulo.
E-mail: jkeserian@ial.sp.gov.br
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INSTRUGCOES AOS AUTORES

A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL), iniciada em 1941, é uma publicagdo trimestral com a missdo de divulgar resultados de investigagdes cientificas relacio-
nadas as agdes de promogdo a saude, prevengéo e controle de agravos e doengas de interesse em satide publica, além de incentivar a produgio de artigos cientificos

nas areas de vigilancia epidemioldgica e sanitdria e de proporcionar a atualizagdo e aprimoramento de profissionais da drea em ambito nacional e internacional.

A RIAL ¢ inter e multidisciplinar, arbitrada, aberta a contribuigoes de autores nacionais e estrangeiros. Publica prioritariamente pesquisas originais com contri-

bui¢des relevantes na area laboratorial em satde publica, realizadas com rigor cientifico e que possam ser replicadas e generalizadas.

PoLriTica EDITORIAL

Editada nos formatos impresso e eletronico, a RIAL tem interesse por trabalhos originais em todas as dreas laboratoriais em satde pubica. Sdo também publicadas
outras contribui¢des inéditas, desde que sobre temas atuais e importantes — revisoes de literatura, comunica¢des breves e notas cientificas — além de resumos de
teses e dissertacoes.

Os manuscritos devem destinar-se exclusivamente a RIAL, nao sendo permitida sua apresentagao simultdnea a outro periédico. As contribuigdes podem ser
apresentadas em portugués ou inglés.

Os manuscritos submetidos sdo analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padrdes da RIAL e as normas para o envio dos originais. Aque-
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 Submitted
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 nimero do ensaio clinico, assim como o numero 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

S0 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 apresentagao 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 (key words).

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. Cita¢des 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 indicacdo 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 satide 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 nido 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 citagao. Cita¢des 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 (key words).

= 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. Cita¢des 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 (key words).

= 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 citagao. Citagoes de documentos néo 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 (key words).
= 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 (key words).
= 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 analise e interpretagao dos dados; contribuiram significativamente na elaboragao do rascunho ou na revisao critica do contetido
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, se¢do,

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 deverao 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/key words: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetdo, extraidos do vocabuldrio Descritores em Ciéncias da Satide (DeCS) da
Bireme (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso ndo sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderdo 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-
séria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagdo 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, numero 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 descrigdo 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 comunicagao de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem
servir de apoio as argumentagdes do autor. Tanto as limitagdes 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 instituigoes.

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 declaragao 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 redugio 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 legislado 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 epidemiolégicos qualitativos. Sao 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. Sao 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 Pos-Graduagdo em Infecges 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].

Legislagao:
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 indicagao do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em: http://
WWww.cmje.org.

Referéncias a documentos ndo indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagao circunscrita a uma institui¢io ou a um evento (teses, relatérios
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 gréaficos ou tabulares apresentados serao identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um,
e ndo 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 publicagao 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 declaragdes do(s) autor(es) para a avaliagdo de seu manuscrito. Observe a relagdo dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique, anexe o

documento ao processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados é variavel:
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INSTRUGOES AOS AUTORES

Carta de Apresentagao Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagdo
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 elaboragdo do rascunho ou na revisao critica do contetudo; e ter participado da aprovagio da verséo final do manus-
crito. Para maiores informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

= Um pardgrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.

= Um paragrafo contendo a declaragdo que o trabalho néo foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periédico. Todos os autores devem ler, assinar e en-

viar documento transferindo os direitos autorais. O artigo s6 serd liberado para publicagio quando esse documento estiver de posse da RIAL .

4. VERIFICAGAO DOS ITENS EXIGIDOS NA SUBMISSAO:

1. Nome e institui¢ao de afiliacdo de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.

2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

3. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

4. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

5. Carta de Apresentagao assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e nimero(s) do processo(s).

7. No caso de artigo baseado em tese/disserta¢do, indicar o nome da instituigio/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas estéo citadas no texto.
9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

10. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolu¢do minima 300 dpi.

5. REVISAO DA REDAGAO CIENTIFICA: Para ser publicado, o manuscrito aprovado ¢ submetido a revisio da redaco cientifica, gramatical e de estilo. A RIAL
se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando a manuten¢do da homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores. Inclusive a versiao em inglés do artigo terd esta etapa de revisao.

6. PROVAS: Apos sua aprovagao pelos editores, 0 manuscrito sera revisado quanto a redagdo cientifica. O autor responsavel pela correspondéncia receberd as
provas graficas para revisio por correio eletronico em formato pdf (portable document format). O prazo maximo para a revisao da prova é de dois dias. E importante
cumprir os prazos de revisdo para garantir a publicagdo no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderéo resultar em remanejamento do artigo para fasciculos

subsequentes.

7. PUBLICAGAO E DISTRIBUIGAO: Os artigos serdo publicados em ordem cronolégica de aprovagéo. As datas de recebimento e de aprovagao do artigo constardo

obrigatoriamente no mesmo.

E permitida a reprodugio, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAL, desde que sejam indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a

legislagdo sobre os direitos autorais.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz ¢ distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta de periédicos nacionais ou estrangeiros.

Assessoria Editorial:

TIKINET

www.tiki.net.br/tiki
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