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RESUMO

Neste trabalho, foram feitas associagdes dos niveis de compostos fenélicos obtidos de farelo de arroz com
a inibi¢do da multiplicagdo dos fungos Fusarium graminearum, Aspergillus oryzae e Aspergillus flavus, e a
inibi¢do da produgao de aflatoxinas pelo ltimo micro-organismo. Os compostos fenolicos foram extraidos
com metanol e quantificados colorimetricamente com o reagente de Folin-Ciocalteau. A atividade
antifingica foi avaliada pela técnica de 4gar diluido. Todos os fungos tiveram seu desenvolvimento
inibido em até 2,3% inibi¢ao/pg, . - na presenga do extrato fenolico de farelo de arroz, além da inibi¢do
da produgdo de micotoxinas em 100%. Esses dados sugerem que o arroz possui defesas naturais contra
o ataque por essas espécies fungicas analisadas, e que podem estar associadas a ocorréncia de acidos
fenolicos na sua composigéo.

Palavras-chave. conservador natural, fendis, inibigdo fingica.

ABSTRACT

This investigation analyzed the association between the amounts of phenolic compounds extracted
from rice bran and the inhibition of Fusarium graminearum, Aspergillus flavus and Aspergillus oryzae
proliferation, and the inhibition of aflatoxin production by the latter microorganism. Phenolic
compounds were extracted with methanol, and they were quantified by means of colorimeter assay using
Folin-Ciocalteau reagent. The antifungal activity was assessed by means of diluted agar technique. The
development of the all of fungi were inhibited up to 2.3% inhibition/ug . in the presence of rice bran
phenolic extract, and the production of mycotoxins was inhibited by 100%. These findings suggest that
the rice holds a natural defense against those fungal species attack, which might be associated with the
occurrence of phenolic acids.

Keywords. conservative natural, phenols, fungal inhibition.
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INTRODUCAO

A preocupagdo com a seguranca alimentar vem
norteando a busca por conservantes naturais na forma
nativa ou extraidos de suas fontes e aplicados a outros
ou aos seus proprios derivados. Estudos estdo voltados
para a identificacdo e purifica¢dio de novos compostos
com atividade antifingica que possam atuar sozinhos ou
sinergisticamente minimizando a deterioragdo e o uso
dos antifiingicos quimicos em alimentos"?.

Os compostos fendlicos presentes em tecidos
vegetais podem inibir o desenvolvimento fungico e a
producio de micotoxinas que se localizam especialmente
nos tecidos externos que tém papel de protecio da
estrutura®*!. Com essa propriedade, destacam-se os acidos
fenolicos e seus derivados presentes em vegetais. Dentre
os vegetais considerados fontes de compostos fendlicos,
encontram-se o arroz e seus derivados de beneficiamento,
que sdo ricos em acido ferulico e cumérico™’.

O arroz (Oryza sativa) é um dos cereais
mais produzidos e consumidos no mundo. Sua
importancia destaca-se, principalmente, em paises em
desenvolvimento, tais como o Brasil, desempenhando
papel estratégico em niveis econdémico e social. O farelo
de arroz constitui de 8 a 10% do grao de arroz e é rico
em proteinas, lipidios, vitaminas e sais minerais. A
composi¢do quimica deste é influenciada por diversos
fatores como variedade, tamanho, forma e resisténcia a
quebra do grao, tipo de moinho, presenca ou auséncia de
gérmen, uniformidade de moagem, além do processo de
beneficiamento que tenha sofrido o grao®*'°.

No Brasil, o farelo de arroz ¢ utilizado,
principalmente, como matéria-prima para a extracdo
de Oleo, produgido de racio animal e, em menor
escala, como produto dietético e na composicio
de “multimistura”®®!'. Dessa forma, ¢é interessante
conhecer o potencial de residuos de arroz como fonte
de conservadores naturais para extragdo e utilizacdo
na preservacdo natural dos alimentos. Estimar a
susceptibilidade do arroz a contaminagdo fungica
possibilita a tomada de medidas adequadas para
armazenamento e beneficiamento.

Agentes antifungicos presentes em vegetais sao
uma alternativa para substituir os aditivos quimicos
atualmente empregados em alimentos, especialmente
no caso do arroz, cujo beneficiamento gera coprodutos
com propriedades menos atrativas, que poderiam ser
empregadas como fonte desses compostos'.

438

Os fungos como Aspergillus e Fusarium sao
considerados importantes produtores de micotoxinas'?,
que sdo metabolitos toxicos naturais frequentemente
encontradas em alimentos. Entre os toxicos contaminantes
de alimentos, podemos destacar as aflatoxinas produzidas
por espécies do género Aspergillus, as quais sdo altamente
toxicas e carcinogenéticas para homens e animais,
tornando-se, assim, um fator preocupante para a industria
alimenticia®. Intoxicagdes e problemas passageiros ou
cronicos, que afetam varias fungdes do organismo, tais
como alteracoes hepaticas, renais, circulatdrias, no sistema
nervoso e no trato digestivo podem ocorrer em homens e
animais devido a ingestdo dessas substancias.

Esses aspectos nortearam o trabalho, que
objetivou relacionar os niveis de compostos fenodlicos
obtidos de farelo de arroz com a inibi¢do da multiplica¢ao
dos fungos Fusarium graminearum, Aspergillus oryzae e
Aspergillus flavus, e a inibi¢do da produgao de aflatoxinas
pelo ultimo.

MATERIAL E METODOS

Farelo de arroz

O arroz do cultivar BR-IRGA 417 foi cultivado
em campos experimentais do Instituto Rio Grandense
do Arroz (IRGA), localizado em Cachoeirinha (RS),
semeada no sistema de cultivo minimo, com densidade
de semeadura de 100 kg.ha'. A adubacao de base foi com
400 kg.ha' (N:P:K = 05:20:30), nitrogenada em cobertura
com 80 kg.ha' de N, no arroz com 8 folhas antes do inicio
da diferencia¢do do primoérdio da panicula (DPP). Apds
a colheita, as amostras foram secas até 13% de umidade e
beneficiadas na forma de arroz natural polido (branco).
No beneficiamento, foram separadas as fragdes casca,
farelo e endosperma amilaceo, sendo que a fragdo farelo
de arroz foi encaminhada ao Laboratério de Micotoxinas
e Ciéncia de Alimentos (LMCA) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) para realiza¢do dos experimentos.

Caracterizacao fisico-quimica

O pH, a acidez, os teores de umidade, cinzas,
proteinas, lipideos e fibra bruta do farelo de arroz foram
determinados segundo AOAC'. Os carboidratos soluveis
foram determinados por hidrdlise acida e quantificados
com o reagente do 3,5-DNS".

A extragdo dos compostos fenolicos foi realizada
a frio com metanol, sob agitagdo em agitador horizontal a
temperatura ambiente, seguida de particdo com hexano,
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clarificagdo comhidroxido debério 0,1M e sulfato de zinco
5%, centrifugacao e filtragao. Os extratos foram secados
em rotaevaporador, diluidos com dgua e armazenados
em freezer a 6 °C, até quantificacdo e/ou posterior uso.
O contetdo de fenois totais foi determinado por meio do
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, tendo
como padréo o acido ferulico'®".

Avaliagao da atividade antiftingica

Os fungos utilizados neste estudo foram o
Fusarium graminearum cedido pelo Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) e cultivado em Agar batata dextrose (BDA)
a 22 °C durante 10 dias, até sua completa esporulacéo.
Aspergillus oryzae foi cedido pelo Laboratério de
Micotoxicologia (LAMIC) da Universidade Federal
de Santa Maria (RS) e Aspergillus flavus CCT 1217
adquirido da cole¢do de culturas da Fundacdo André
Tosello. Os micro-organismos do género Aspergillus
foram primeiramente cultivados em Agar batata dextrose
a 24 °C durante 12 dias, até sua completa esporulacio, e
posteriormente mantidos a 4 °C, até o uso. Para o teste
da atividade antifungica, foi empregada uma solugao de
esporos de 4 x 10° esporos.mL! obtidos dos esporos dos
meios de cultura com solugéo 0,2% de Tween 80, filtracao
e enumeracdo de esporos em camara de Neubauer.

O método utilizado foi o bioanalitico in vitro,
observando o desenvolvimento ou inibigdo dos micro-
organismos em presenca de trés niveis de concentragdes
de compostos fendlicos totais no extrato em avaliagdo.
O extrato fenolico de farelo de arroz (15, 20 e 25 mL) foi
adicionado ao meio de cultura previamente autoclavado
a 120 °C durante 15 minutos. Os meios acrescidos dos
extratos foram vertidos em placas de Petri (9 cm de
didmetro), sob condi¢des assépticas (Camara de Fluxo
Laminar LABCONCO modelo 36210, Tipo B,)). Apds a
solidificacdo dos meios, foram adicionados ao centro das
placas a solucdo de esporos, contendo 4 x 10° esporos.mL™
de cada espécie nos seus respectivos experimentos. As
placas foram incubadas a 22 °C para Fusarium graminearum
e 24 °C para Aspergillus oryzae e Aspergillus flavus.

Foram efetuadas medi¢des ortogonais dos
diametros das colonias nos 3°, 5°, 7° e 14° dias de
incubagao, tendo como referéncia o desenvolvimento
de cada espécie cultivada sem adi¢ao dos extratos e com
adi¢cdo do grupo controle, composto por agua estéril,
hidréxido de bario 0,1 M e sulfato de zinco 5%'®. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata.

Foi calculada e expressa a porcentagem de
inibicao do crescimento fungico por ug de composto
fendlico no extrato.

No experimento referente a a¢ao antimicotoxinas
dos extratos sobre o Aspergillus flavus, foi realizada a
determinacgao de aflatoxinas no meio de crescimento das
culturas ao 7°, 14° e 21° dias de incubacio.

Efeito in vitro de extratos vegetais sobre a producio de
aflatoxinas por Aspergillus flavus

As aflatoxinas B, e B, foram extraidas dos
meios de cultura com solu¢do de acetonitrila-agua
(3:1), sob agitagdo, seguida de particdio com hexano. A
acetonitrila foi separada da agua com adigdo de cloreto
de sodio e evaporada a 50 °C, sob vacuo. O residuo
foi ressuspendido com 3 mL de metanol e 27 mL de
cloroférmio, centrifugado e separado em trés aliquotas
de 10 mL, que foram evaporadas em banho-maria a 40 °C
e corrente de nitrogénio e armazenadas a -10 °C'**. Os
extratos evaporados foram aplicados em cromatofolhas
de silica gel G60 de 0,25 mm de espessura para triagem,
confirmacdo e posterior estimativa da concentracio
das aflatoxinas B, e B, sob luz UV, comparativamente a
solugdo padrio das aflatoxinas B, e B,>**%".

As micotoxinas mais importantes produzidas por
Aspergillus flavus sdo as aflatoxinas B e B,, produzidas
por cerca de 40% dos isolados*. Assim demonstrada a
inibi¢do da cultura, foi avaliado o efeito do extrato fenélico
na produgdo das aflatoxinas mencionadas por meio do
método de cromatografia de camada delgada (CCD). Esse
método*?! foi adaptado no Laboratério de Micotoxinas
da Universidade Federal do Rio Grande para avaliar a
produgdo de micotoxinas em um meio de cultura e para
uma triagem de efeito dos compostos fenolicos sobre a
produgdo de aflatoxinas, e vem se mostrando um método
eficiente por apresentar limites de detecgdo comparaveis
a outros métodos mais sofisticados, aplicabilidade e
varias matrizes, baixo custo, rapidez e boa performance.
O procedimento possuia como caracteristicas que o
tornaram confiavel para o estudo, o limite de detec¢ao
de 2,0 ppb, recuperagdo de 96,5% para aflatoxinas B, e
91,5% B, e coeficiente de variacao de 8%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados das médias das determinagdes das

caracteristicas fisico-quimicas do farelo de arroz, ou seja,
umidade, cinzas, carboidratos, fibra bruta, proteinas,
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Tabela 1. Inibi¢do fangica do A. flavus, A. oryzae e F. graminearum pelo extrato fenolico de farelo arroz (EFFA)

% inibicao / pg fenol total

Dias

Aspergillus. oryzae Aspergillus flavus Fusarium graminearum
3 0,72 +0,03** 2,3 +£0,09° 0,81 £0,1*
5 0,73 +0,02° 2,3+0,12° 0,65 + 0,15
7 0,7 £0,03* 1,73 £0,12° Nr**
14 0,71 +0,03° 1,6 + 0,06° Nr

*Letras iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferen¢a significativa ao nivel de confianga de 95%.

**Nr = medi¢do do halo néo realizada

Tabela 2. Inibi¢do da produgio de aflatoxina B, e B, pelo Aspergillus flavus na presenga do extrato fendlico de farelo de arroz

Inibi¢ao da producio de aflatoxinas (%)

Extrato Fendis(mg) 7° dia 14° dia 21° dia

AFLAB, AFLAB, AFLAB, AFLAB, AFLAB, AFLAB,
Farroz 0,8 32+ 1,4% 82 + 0,6 70 £ 0,9 92 +1,2° 49+ 1,1° 88 + 0,8
Farroz 1,2 33+2,1° 91 +1,2° 75+ 1,5° 100 + 0P 54 +2,4° 91 +1,0°
Farroz 1,5 58 +1,1° 91 +0,9° 100 + 0° 100 + 0° 89 +2,1° 100 + 0°

*Letras iguais na mesma coluna indicam que néo houve diferenca significativa ao nivel de confianga de 95%.

lipidios, pH e acidez, foram respectivamente: 9,6 + 0,4%,
10,5 + 0,8%, 44,3 + 3,1%, 6,3 £ 1,1%, 15,4 £ 0,6%, 12,7
0,4%, 6,1 £ 0,3%, 0,1 £ 0,03%. A composicdo centesimal
determinada para o farelo de arroz foi semelhante a
apresentada por outros autores, levando-se em conta as
diferencas decorrentes do tipo de solo, do cultivar, do
beneficiamento e da forma de estabilizacido do farelo®!**.

Comparativamente a outros tecidos mencionados
em literatura como funcionais pelo seu conteddo
fenolico, como banana 0,31 mg/g de amostra, batata 0,39
mg/g de amostra (equivalente de tirosina), 0,061-0,084
mg/g de amostra (acido ferulico)’, 0,5 mg/g de amostra
em bagaco de laranja e 0,35 mg/g de amostra em polpa de
berinjela'’, o farelo de arroz mostrou-se promissor como
potencial de aporte de compostos fenolicos na dieta, pois
apresentou um teor médio de 0,75 mg CF/g de farelo de
arroz, o que é superior a tecidos usualmente estudados
como fontes desses compostos**”'7 e com atividade
antifingica para as trés espécies avaliadas (Tabela 1).

A Tabela 1 apresenta os resultados da inibi¢do
especifica (% inibicdo/ug de CFT) para cada espécie
fungica no intervalo de tempo estudado.

Segundo a literatura, os grupos hidroxilicos
presentes nos compostos fenolicos podem formar
ligagoes de hidrogénio com enzimas do metabolismo
microbiano, desativando-as e inibindo a multiplicacao
da biomassa fungica**, fato que foi demonstrado pela
medida do halo de crescimento da coldnia cultivada em
presencga dos extratos fenolicos de farelo de arroz.

Os resultados referentes a adicio dos extratos
fenolicos de farelo de arroz ao meio de cultura se
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apresentaram mais eficazes para a inibicao do Aspergillus
flavus.

Na Tabela 2, estdo os resultados dos experimentos
referentes a inibi¢do da produgio das aflatoxinas B, e
B, por Aspergillus flavus em meio BDA em presenca de
extratos fenolicos de vegetais, no 7°, 14° e 21° dias de
incubacio. Os percentuais de inibi¢do foram calculados
considerando a néo detec¢do das toxinas nos limites de
quantificagdo do método com 100% de inibicao.

Os resultados demonstraram que os extratos
fendlicos foram mais eficientes para inibir a produc¢ao
de AFA B,. A inibicdo da sintese das micotoxinas pelos
extratos fendlicos pode ser atribuida a diminui¢do do
estresse oxidativo, que é um pré-requisito para a produ¢ao
de aflatoxinas, além do aumento da peroxidagéo lipidica
e a geracao de radicais livres®. Resultado similar de
inibi¢ao de produgdo de toxina foi obtido por Selvi et
al.*, que inocularam o Aspergillus flavus em presenga do
extrato da Garcinia indica, planta rica em flavonoides e
acidos fenolicos, e obtiveram uma inibi¢do de 40 a 60%
na produgdo de aflatoxina B, e inibicao de 10 a 20% do
crescimento fungico.

Os resultados de inibigao de crescimento fingico
e da producido de micotoxinas foram consistentes entre
si e indicaram que o farelo de arroz possui defesas
importantes contra o ataque de Aspergillus flavus e das
demais espécies, o que ¢ interessante do ponto de vista
de segurancga alimentar. Do ponto de vista tecnoldgico,
torna-se vantajoso buscar formas de extrair compostos
fendlicos das fragoes externas do grao de arroz, visando
emprega-los como antifungicos naturais.
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CONCLUSAO

O extrato fenolico de farelo de arroz apresentou

atividade antifingica sobre os fungos Aspergillus oryzae,
Aspergillus flavus e Fusarium graminearum, inibindo em
até 100% a produgdo de aflatoxina B e B,.
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RESUMO

Este estudo avaliou a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido sob diferentes condigdes
de pH, tempo e temperatura, durante a reacdo de derivatizagdo e as andlises cromatograficas. Na
derivatiza¢do, a maxima fluorescéncia emitida pelo derivado foi obtida empregando-se a solugdo de
tetraborato de sodio 0,1 M em pH 9,0, e esta ndo diferiu significativamente das emitidas em pH 8,0, 8,5,
9,5 €10,0. Em 2 minutos de reagio, obteve-se a maxima fluorescéncia, e esta nao diferiu significativamente
das emitidas em 4, 6 e 8 minutos de reagio. A variagio de 0,5 unidade no pH da solugdo tampao fosfato de
s6dio 0,1 M, empregada como fase moével, influenciou significativamente na separagdo cromatografica e
na detecgdo do derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido; em pH entre 3,3 e 3,8, obtiveram-se as maiores
intensidades de fluorescéncia. O aumento na temperatura da coluna cromatografica resultou na redugao
de intensidade da fluorescéncia. O derivado fumonisina B,-orto-ftaldialdeido manteve-se estavel entre
20 e 27 °C. A 30 °C, houve redugio significativa em 26,5% na intensidade da fluorescéncia emitida pelo
derivado.

Palavras-chave. fumonisina B,, orto-ftaldialdeido, estabilidade, CLAE, derivatizagdo pré-coluna.

ABSTRACT

The present study aimed at evaluating the stability of fumonisin B,-ortho-phthaldialdehyde derivative
under different conditions of pH, time and temperature, during the derivatization reaction and
chromatographic analysis. In the derivatization, the maximum fluorescence emitted by the derivative
product was obtained employing a 0.1 M sodium tetraborate solution at pH 9.0, and this did not differ
significantly from those emitted at pH 8.0, 8.5, 9.5 and 10.0. Within 2 minutes of reaction, the maximum
fluorescence was observed and no significant difference was found when compared with those emitted
at 4, 6 and 8 minutes of reaction. The 0.5 unit variation in the pH of 0.1 M sodium phosphate buffer
solution, which was used as mobile phase, caused a significant effect on the chromatographic separation
and on the fumonisin B -ortho-phthaldialdehyde derivative detection. The highest fluorescence intensities
were found at pH from 3.3 to 3.8. Reduction in the fluorescence intensity was causes by increasing the
chromatographic column temperature. The fumonisin B,-ortho-phthaldialdehyde derivative remained
stable from 20 °C to 27 °C. At 30 °C, it was found a significant reduction in 26.5% in the fluorescence
intensity emitted by the derivative product.

Keywords. fumonisin B, ortho-phthaldialdehyde, stability, HPLC, precolumn derivatization.
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INTRODUCAO

As fumonisinas sdo metabolitos secundarios
produzidos, principalmente, por fungos filamentosos
das espécies Fusarium verticillioides e Fusarium
proliferatum, isoladas pela primeira vez de cultivos de
Fusarium moniliforme Sheldon MCR 826 obtidos de
milho, e sua estrutura quimica foi reportada em 1988 por
Bezuidenhout e colaboradores'=.

O primeiro relato sobre a ocorréncia natural de
fumonisina B, em alimento foi em 1990 por Sydenham
e colaboradores, em milho de uma regiao da Africa do
Sul com alta incidéncia de cancer esofagico, e os niveis
detectados variaram de 44 a 83 ug.g' ’. Desde entdo,
em diferentes regides do mundo, tem-se reportado a
ocorréncia de fumonisina B, em alimentos e bebidas,
como arroz!, aspargo e alho’>, cevada® cervejas’,
figos secos®, leite’ e, principalmente, em milho e seus
derivados'®'.

A International Agency for Research on Cancer
(IARC) classificou a fumonisina B, como pertencente
ao grupo 2B, ou seja, possivelmente carcinogénica aos
seres humanos'2. O mecanismo de a¢do ainda néo esta
totalmente esclarecido, mas sabe-se que a fumonisina B,
intervém na biossintese dos esfingolipidios, em fungéo
de sua similaridade estrutural com a esfingosina e a
esfinganina®.

A incidéncia de cancer esofigico na Africa do
Sul, China®, Itdlia’® e Ira', e anormalidades no tubo
neural na fronteira México-Texas'®, estariam associadas
a ocorréncia de fumonisina B, em altos niveis na dieta
dessas populacoes.

Assim, muitos estudos tém reportado o interesse
em avaliar os niveis em que essas micotoxinas ocorrem
nos alimentos. Para isso, diferentes técnicas analiticas,
como cromatografia em camada delgada, cromatografia
gasosa e eletroforese capilar, e métodos imunoldgicos
como ELISA, tém sido empregados na detec¢ao e
quantifica¢do das fumonisinas nos alimentos, sendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo de fluorescéncia a técnica mais utilizada,
em func¢do de sua alta sensibilidade e baixo limite de
detec¢ao'.

A presenca de grupos carboxilicos e hidroxilas na
estrutura da fumonisina B, a caracteriza como molécula
polar, soluvel em dagua e solventes organicos como
metanol e acetonitrila®. No entanto, as fumonisinas
B, ndo apresentam nenhum grupo cromoéforo em sua

molécula, portanto, ndo absorvem radiagao ultravioleta
e visivel, e ndo apresentam fluorescéncia. Assim,
torna-se imprescindivel a reacdo de derivatizacido
para sua determinacdo por CLAE com deteccio de
fluorescéncia'**.

Diferentes reagentes derivatizantes tém sido
empregados na determinagdo de fumonisina B,
como 4-fluoro-7-nitrobenzofurazano (NBD-F)?,
9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC)?, naftaleno-
2-3-dicarboxialdeido (NDA)*® e 6-amino-quinolil-
N-hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ.Fluor)**. No
entanto, o orto-ftaldialdeido (OPA) é o principal reagente
utilizado na reagdo de derivatizacdo pré-coluna da
fumonisina B, '***.

Uma vez que fumonisina B, apresenta cardter
polar, permite-se sua separa¢ao por cromatografia em
fase reversa. Os principais solventes utilizados como fase
movel sdo acetonitrila, agua, metanol, solugdo de acido
acético, tampao acetato e tampao fosfato, em diferentes
combinagdes e proporcdes, em eluicio isocratica ou
gradiente".

As fases estacionarias geralmente empregadas
paraaseparagio de fumonisina B, por CLAEsdo C ,ouC,,
e as colunas variam entre 100 e 300 mm de comprimento,
de 3,2 a 4,6 mm de didmetro interno, e particulas de 2,5 a
10 pum de tamanho. De acordo com cada autor, observa-
se variagdo também no volume de inje¢do no sistema
cromatografico, de 10 a 50 uL, e no fluxo da fase moével,
de 0,5 a 1,5 mL.min", sendo os mais empregados de 10
pL e 1 mL.min", respectivamente'**.

Considerando a relevancia dos estudos sobre a
ocorréncia de fumonisina B em alimentos, é fundamental
que as condi¢oes da reagdo de derivatizacdo e das analises
cromatograficas sejam controladas, a fim de obterem-se
resultados analiticos precisos e exatos da contaminacio
do alimento por fumonisina B,. Assim, o objetivo do
estudo foi avaliar a estabilidade do derivado fumonisina
B,-orto-ftaldialdeido sob diferentes condigées de pH,
tempo e temperatura, durante a reagio de derivatizacio e
as analises cromatograficas.

MATERIAL E METODOS

Padrio e reagentes

O padrao de fumonisina B, (98% de pureza) e o
reagente de derivatizagao orto-ftaldialdeido (OPA) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, EUA).
Acetonitrila e metanol, grau CLAE, foram adquiridos
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da J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg,
NJ, EUA). Acido fosférico e tetraborato de sédio foram
adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil); fosfato
monossodico 1-hidrato, da Merck S.A. (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil); 2-mercaptoetanol da Vetec (Rio de Janeiro,
R]J, Brasil); e acido bdrico da Qhemis (Indaiatuba, SP,
Brasil). A 4dgua utilizada nas andlises foi obtida por meio
de sistema de ultra-purificagao MilliQ system (Millipore,
Milford, MA, EUA).

Solugdo padrao de fumonisia B,

O padréo de fumonisina B, (5 mg) foi dissolvido
em 5 mL desolugdo de acetonitrila:dgua (1:1, v/v) obtendo
uma solugdo estoque de 1.000 pg.mL", de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC)*. A
partir dessa solugdo, preparou-se a solugdo trabalho de
20 ug.mL". Todas as solugdes foram armazenadas em
frascos dambares, e estocadas a -18 °C.

Derivatizacao

A reacdo de derivatizacio pré-coluna foi de
acordo com a AOAC*. O reagente de derivatizagdo foi
preparado empregando-se 40 mg de OPA, este dissolvido
em 1 mL de metanol, diluidos com 5 mL de solugdo de
tetraborato de sédio 0,1 M e entdo adicionados 50 pL
de 2-mercaptoetanol. O reagente foi estocado em frasco
ambar, protegido da luz e em temperatura ambiente, por
no maximo uma semana.

Aliquota de 225 pL do reagente de derivatizagao
foi adicionada a um vial de 1,5 mL contendo 25 pL de
solugao padrdo de fumonisina B , e entdo mantidos em
banho de ultrassom por 30 segundos em temperatura
ambiente e protegidos da luz, previamente a inje¢ao no
cromatografo a liquido.

Analise cromatografica

Na separacdo, deteccio e quantificacio de
fumonisina B, utilizou-se um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia (Shimadzu, Quioto, Japdo), com sistema
quaterndrio de bombeamento de solvente, modelo LC
10AT VP, detector de fluorescéncia RF 10A XL em
comprimentos de onda de 335 nm (excitagdo) e 440
nm (emissdo), injetor automatico SIL 10A e coluna
cromatografica ODS Hypersil (250 x 4,6 mm d.i.; particulas
de 5 pm) (Thermo, Reino Unido). A fase mével empregada
foiacetonitrila: tampéo fosfato de s6dio 0,1 M na propor¢ao
44:56, respectivamente, em elui¢do isocratica, vazao de 1,0
mL.min"; e volume da inje¢ao de 10 pL.
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Influéncia do pH, tempo e temperatura sobre
a estabilidade do derivado fumonisina B -orto-
ftaldialdeido

Reagdo de derivatizagdo
o pH da solugdo de tetraborato de s6dio 0,1 M

Avaliou-se a influéncia do pH da solugdo de
tetraborato de sédio 0,1 M empregada no preparo do
reagente de derivatizagao sobre a estabilidade do derivado.
Prepararam-se diferentes solugdes de tetraborato de
sddio 0,1 M, cujo pH foi ajustado com acido bérico 5
M entre 4,0 e 12,0. Dentro de 2 minutos, apds a adi¢ao
do reagente de derivatizagdo a solucdo padrao de
fumonisina B, realizou-se a inje¢do no cromatdgrafo a
liquido. Empregou-se solu¢ao padrao de 0,25 ug.mL"* de
fumonisina B, temperatura da coluna cromatogréfica de
20 °C e fase movel acetonitrila:tampéo fosfato de sddio
0,1 M pH 3,3.

o Tempo da reacio de derivatizacao

O tempo da reagdo de derivatizacdo, entre o
instante que foi adicionado o reagente de derivatizagdo
a solu¢do padrio de fumonisina B, até o momento
da injecdo no cromatdgrafo, foi avaliado entre 2 e 15
minutos. Empregou-se solu¢ao padrao de 0,25 pg.mL" de
fumonisina B, e solucdo de tetraborato de s6dio 0,1 M pH
9,0 no preparo do reagente derivatizante. A temperatura
da coluna cromatografica manteve-se em 20 °C, e a fase
movel utilizada foi acetonitrila:tampao fosfato de sddio
0,1 M pH 3,3.

Andlise cromatogrdfica
o pH da solugdo tampao fosfato de sddio 0,1 M

Na avaliagdo do pH da solucéo tampdo fosfato de
sddio 0,1 M empregada como um dos componentes da fase
movel, prepararam-se diferentes solugdes tampao fosfato
de sédio 0,1 M, cujo pH foi ajustado com acido fosférico
entre 2,3 e 4,8. Empregou-se solugao padrao de 0,25 pg.mL"
de fumonisina B,. No preparo do reagente derivatizante,
utilizou-se solu¢do de tetraborato de sédio 0,1 M pH
9,0 e, dentro de 2 minutos, apds a adi¢do do reagente de
derivatizagdo a solugdo padrdo de fumonisina B, realizou-
se a injegao no cromatdgrafo a liquido. A temperatura da
coluna cromatografica manteve-se em 20 °C.

» Temperatura da coluna cromatografica
A influéncia da temperatura da coluna sobre
a estabilidade do derivado foi avaliada. Para isso,
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foram empregadas solugdo padrdo de 0,25 pg.mL"' de
fumonisina B, e solugdo de tetraborato de s6dio 0,1 M
pH 9,0 no preparo do reagente derivatizante. Dentro de
2 minutos, apds a adi¢ao do reagente de derivatizagdo a
solugao padrao de fumonisina B,, realizou-se a injecdo
no cromatografo a liquido. A fase movel utilizada foi
acetonitrila: tampao fosfato de so6dio 0,1 M pH 3,3, e
variou-se a temperatura da coluna cromatografica entre
20 e 30 °C.

Analise dos dados

Todas as determinagdes foram realizadas
em triplicata. Os resultados foram expressos como
intensidade de fluorescéncia (%), atribuindo o valor
maximo a maior area do pico cromatografico obtida.
A variagao na intensidade foi empregada como
indicador da estabilidade do derivado fumonisina B -
orto-ftaldialdeido”. Os resultados foram analisados
estatisticamente utilizando andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
considerando-se um nivel de significancia de 5%,
empregando o software Origin 7.0 (2000).

Descontamina¢io do material

Todo material foi tratado com solugdo de
hipoclorito de s6dio 5% por, pelo menos, 12 h antes de
ser descartado, seguido de acetona e lavagem com agua®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Reagio de derivatizagio

Influéncia do pH da solugdo de tetraborato de sodio 0,1 M

No presente estudo, optou-se pelo emprego do
derivatizante OPA por tratar-se de uma rea¢io rapida,
facil e reprodutivel em temperatura ambiente, e ser
aceito pela AOAC e International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC). A reagao ocorre entre orto-
ftaldialdeido e o grupo amina primdria da fumonisina
B, na presenca do agente redutor 2-mercaptoetanol,
em meio alcalino, resultando na formac¢iao de derivado
fluorescente'*>*3!,

No preparo do reagente derivatizante OPA,
emprega-se uma solugdo de tetraborato de sddio.
Entretanto, existem divergéncias quanto ao pH dessa
solugdo, como 8,3%2 e 10,4, enquanto na AOAC?* nio é
reportado o ajuste do pH da solugao tetraborato de sodio.
Contudo, Rice et al.**, ao variarem o pH da solucio de

tetraborato de so6dio 0,1 M de 6,0 a 9,0, reportaram as
maiores areas dos picos cromatograficos em valores
de pH entre 8,0 e 8,5, e redugdo significativa nas areas
em pH acima de 8,5. Assim, o presente estudo avaliou
a influéncia do pH da solu¢ido de tetraborato de sddio
sobre a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido.

A Figura 1 apresenta as diferentes condigdes de
pH da solugdo de tetraborato de sédio 0,1 M avaliadas
e a intensidade da fluorescéncia. Nos extremos da faixa
de pH, 4,0 e entre 11,0 e 12,0, ndo foi possivel a deteccao
do derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido, enquanto
proximoaneutralidade, entre 5,0 7,0, obteve-se intensidade
significativamente menor em relacao ao pH 9,0.

100 1

80 1

Intensidade (%)
2

4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0
pH da solugdo de tetraborato de sédio 0,1M
Figura 1. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-

-ftaldialdeido em diferentes condi¢oes de pH da solugdo de tetrabo-
rato de sédio 0,1 M

Com o emprego da solugao de tetraborato de sddio
0,1 M em pH 9,0 no preparo do reagente derivatizante,
obteve-se a intensidade maxima da fluorescéncia
e baixo coeficiente de varia¢do, 3%, nio diferindo
significativamente da fluorescéncia emitida em pH 8,0
(83,8%), 8,5 (92,9%), 9,5 (97,7%) e 10,0 (89%), indicando
que o derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido ¢ estdvel
na faixa de pH entre 8,0 e 10,0, com pH 6timo de 9,0 para
a realizacio da reagdo de derivatizagao.

Influéncia do tempo da reagdo de derivatizagio

A reacdo de derivatizacgdo com OPA, em
temperatura ambiente, resulta na formac¢ao de derivados
fluorescentes, cuja intensidade da fluorescéncia pode
decrescer minutos apods a reagdo. Recomenda-se que
o tempo de reagdo, entre o instante que é adicionado
o reagente derivatizante a amostra até o momento da
injecdo no cromatografo, seja de 1 a 2 minutos™.
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Em estudo sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B, -orto-ftaldialdeido em diferentes tempos
de reagdo, de 0,5 a 64 minutos, e com exposi¢io a
luz, Sydenham et al*® ndo observaram diferengas
significativas na fluorescéncia até 4 minutos. No entanto,
em 8 e 64 minutos de rea¢do houve reducido em 5 e 48% na
fluorescéncia, respectivamente, em comparagdo a reacao
em 0,5 minuto, recomendando-se que as inje¢des no
cromatografo devam ser realizadas dentro de 4 minutos
apos a adi¢ao do reagente OPA.

Thakur e Smith* reportaram que a reagdo
de derivatizagdo em 1 minuto foi a que resultou em
intensidade maxima de fluorescéncia, menor variacio e
resultados reprodutiveis, e que o declinio na fluorescéncia
com o aumento do tempo de rea¢do nao foi linear, no
intervalo entre 0,5 e 10 minutos. Pagliuca et al.’! também
estabeleceram o tempo maximo de 1 minuto para a
reacdo de derivatizacdo, pois verificaram redu¢do em
aproximadamente 15%, 20%, 20% e 40% na intensidade
da fluorescéncia em 2, 4, 6 e 10 minutos de reacio,
respectivamente.

Frente aos dados apresentados, o presente estudo
avaliou a influéncia do tempo da rea¢do de derivatizacao
sobre a estabilidade do derivado variando-se o tempo
em 2, 4, 6, 8, 10 e 15 minutos, entre o instante que foi
adicionado o reagente derivatizante a solu¢ao padrao de
fumonisina B, até o momento de inje¢io no cromatografo.

Ao variar o tempo da rea¢io, de 2 a 15 minutos,
verificou-se uma redugédo significativa na fluorescéncia
do derivado (Figura 2). Com a reagao de derivatizagdo em
2 minutos, obteve-se a maxima fluorescéncia, porém esta
nao diferiu significativamente da fluorescéncia emitida
em 4 (98,8%), 6 (88,8%) e 8 (83,4%) minutos de reacéo,
indicando que, em temperatura ambiente e sob protecao
da luz, os derivados fumonisina B -orto-ftaldialdeido sao
estaveis por até 8 minutos.

No entanto, em 10 e 15 minutos de reagio,
verificou-se redugdo em 23,3 e 37,7% na intensidade da
fluorescéncia, respectivamente, em relacdo a reacdo em
2 minutos. Notou-se que entre 6 (88,8%) e 10 (76,7%)
minutos de reagdo nao houve variagdo significativa na
fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido.

A partir da Figura 2 pode-se observar que
a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido é tempo-dependente, e que, apds 10 minutos
de reagdo, houve um declinio significativo na intensidade
da fluorescéncia.
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Figura 2. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-
-ftaldialdeido em diferentes tempos da reagao de derivatizagdo

Entretanto, alguns estudos demonstraram
estabilidade do derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido
em tempos maiores de reacdo de derivatizacio. Em
estudo com amostras de milho, Rice et al.** relataram
que nao houve diferenga significativa nas areas dos
picos cromatograficos quando a reagdo de derivatizagdo
foi conduzida entre 2 e 40 minutos, obtendo resposta
maxima do detector em 10 minutos de reacdo, e um
declinio linear nas dreas dos picos com o aumento dos
tempos de reagdo, até atingir 70 minutos de reagéo.

Williams et al?”’ reportaram que, em rea¢do
de derivatizacio a 4 °C, o derivado fumonisina B, -
orto-ftaldialdeido permaneceu estavel por até 24h,
demonstrando influéncia positiva da temperatura da
reagdo de derivatizagao sobre a estabilidade dos derivados,
assim sugerindo a refrigeragdo dos derivados por até 24h,
quando nao ha a possibilidade da realizagao das injegdes
cromatograficas naquele momento da analise.

Variando o tempo da reacdo de derivatizacio
de 1 a 60 minutos e com o minimo de exposi¢do a
luz, Samapundo et al.”’ verificaram maior resposta do
detector de fluorescéncia em 8 minutos de reacio, a qual
ndo diferiu significativamente das obtidas nos tempos de
reagdo entre 4 e 15 minutos. Entretanto, nos extremos,
entre 1 e 2 minutos, e de 30 a 60 minutos, observaram-se
respostas do detector significativamente menores.

Os resultados do presente estudo, juntamente
com os dados da literatura, indicam que o tempo de
reagdo pode variar de acordo com as condi¢des em que
é realizada a derivatizagdo, como a presenca de luz e
temperatura, sendo imprescindivel o estabelecimento
do tempo 4timo para a rea¢do, no qual se observa a
intensidade maxima da fluorescéncia, a fim de assegurar
a reprodutibilidade do método.



Petrarca MH, Rossi EA, Sylos CM. Determinagdo de fumonisina B, por CLAE: estudo da estabilidade do derivado fumonisina B,-orto-

ftaldialdeido. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(3):442-9.

Analise Cromatografica

Influéncia do pH da solug¢do tampdo fosfato de sédio 0,1 M

As fumonisinas apresentam comportamento
ionico em solucdo, e a sua separa¢gdo em colunas de
fase reversa envolve mecanismos tanto de fase reversa
quanto de troca idnica. No entanto, em solventes
neutros e nido tamponados, as fumonisinas ndo eluem
convenientemente nessas colunas, e as melhores
resolugdes cromatograficas sao obtidas em fase movel
acidificada. Assim, na fase modvel, a solucdo tampao
fosfato deve apresentar pH suficientemente acido para
garantir a supressao da ionizagdo dos dcidos carboxilicos
presentes na molécula de fumonisina B, '**.

Mantendo as condi¢des pré-estabelecidas, vazdo
de 1 mL.min", volume de injecao de 10 pL, e fase movel
em elui¢do isocratica na propor¢do de 44:56, ndo foi
possivel a separagao do derivado fumonisina B - orto-
ftaldialdeido empregando solugao tampao fosfato 0,1 M
em pH 2,3. No entanto, com a varia¢do de 0,5 unidade
no valor do pH, ja foi possivel a separa¢ao do pico
cromatografico dos possiveis interferentes da reagdo de
derivatizacdo no tempo de retencdo de 13,5 minutos, além
da obtengao de picos cromatograficos bem definidos, ou
seja, mais estreitos, sem cauda frontal e ombro (Figura
3). Porém, a intensidade da fluorescéncia do derivado
em pH 2,8 (61,4%) foi significativamente menor que a
emitida em pH 3,3.

fumonisina B, - orto-ftaldialdeido

/

minutos

Figura 3. Cromatograma caracteristico da separa¢io e detec¢do do
derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido. Condi¢des cromatografi-
cas: fase movel: acetonitrila: tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 3,3
(44:56), vazao: 1,0 mL.min.”, temperatura da coluna: 20 °C, volume
injetado: 10 uL, e coluna ODS Hypersil de 250 x 4,6 mm d.i. e parti-
culas de 5 pm

O emprego da solugdo tampao fosfato de sdédio
em pH 3,3 resultou em maxima fluorescéncia e em menor
coeficiente variagdo, 1,2%. Na andlise de fumonisina B,
em alimentos, principalmente milho e seus derivados,
tem sido amplamente utilizada solugdo tampao fosfato
de sédio, como um dos solventes da fase mével, com pH
ajustado a 3,3 ou 3,35 com 4acido fosférico'?.

A variagdo no pH de 3,3 a 3,8 resultou em
reducao de 3,7% na intensidade da fluorescéncia, porém
nao significativa. Entretanto, com a utilizagdo na fase
movel de solugido tampéo fosfato de sddio 0,1 M em
valores de pH mais elevados (4,3 e 4,8), nas condigdes
pré-estabelecidas, nio foi possivel a deteccao do derivado
fumonisina B, -orto-ftaldialdeido.

Samapundoetal.”,emestudo sobreainfluénciade
diferentes pardmetros experimentais sobre a fluorescéncia
do derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido verificaram
que o pH da fase mével (metanol:solugao tampao fosfato
de sédio 0,1 M, 3:1) influenciou significativamente sobre
aresposta do detector. Em pH 2,85, observou-se a menor
resposta do detector, enquanto no pH 3,85 a resposta do
detector foi significativamente maior que em pH 3,35.

Variando o pH da solugdo tampio fosfato de
s6dio 0,1 M em 0,5 unidade, observou-se que o derivado
fumonisina B, -orto-ftaldialdeido ¢ estdvel na faixa entre
3,3 e 3,8, sendo fundamental o controle do pH da solucao
tampao empregada como fase modvel, a fim de obter-
se picos cromatograficos bem definidos e a maxima
fluorescéncia emitida pelo derivado.

Influéncia da temperatura da coluna cromatogrdfica

Em estudo sobre a estabilidade do derivado
fumonisina  B,-orto-ftaldialdeido ~ em  diferentes
temperaturas durante as andlises cromatograficas,
Samapundo et al* relataram possivel instabilidade
térmica do derivado com o aumento da temperatura
de 22 °C para 35 °C. Entretanto, na literatura, para a
determinagdo de fumonisina B, por CLAE com detec¢io
de fluorescéncia, tem-se empregado temperaturas de
23 °C*, 24 °C¥, 30 °C* e 40 °C* durante as analises
cromatograficas. Assim, o presente estudo avaliou a
influéncia da temperatura da coluna cromatografica
sobre a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido.

A Figura 4 apresenta as temperaturas da
coluna cromatografica avaliadas e a intensidade da
fluorescéncia. Ao variar a temperatura da coluna de
20 a 30 °C, verificou-se reducdo na intensidade da
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fluorescéncia com o aumento da temperatura. Em andlise
cromatografica a 20 °C, obteve-se a intensidade maxima
e baixo coeficiente de variagdo, 3,9%, porém esta nio
diferiu significativamente da emitida a 22 °C (98,3%),
25 °C (93,8%) e 27 °C (87%), demonstrando estabilidade
térmica do derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido na
faixa entre 20 e 27 °C.

No entanto, durante as andlises a 30 °C, verificou-
se redugdo significativa em 26,5% na intensidade
da fluorescéncia, em relagdo a 20 °C, demonstrando
a instabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido em temperaturas acima de 27 °C.
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70 r r T T r T
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Temperatura da coluna cromatografica (°C)

Figura 4. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-
-ftaldialdeido em diferentes temperaturas da coluna cromatografica

A vpartir da Figura 4, é possivel visualizar a
influéncia da temperatura da coluna cromatografica
sobre a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido, indicando que as analises cromatograficas
devam ser realizadas entre 20 °C e 27 °C.

Williams et al.?’, ao estudarem o efeito da
temperatura sobre a estabilidade do derivado fumonisina
B, -orto-ftaldialdeido, relataram redugdo em 40%
e 90% na fluorescéncia do derivado a 4 °C e 24 °C,
respectivamente, apds 48 horas de derivatizacdo, e que
esta instabilidade pode ser atribuida a auséncia do grupo
hidroxila na posi¢io C1 da molécula de fumonisina B,
grupo que esta presente na molécula da esfinganina, cujo
derivado esfinganina-orto-ftaldialdeido demonstrou-se
estdvel por até 24 horas a temperatura de 24 °C.

CONCLUSAO
O derivado fumonisina Bl—orto—ftaldialdeido

manteve-se estavel em solucdo de tetraborato de sddio
0,1 M na faixa de pH entre 8,0 e 10,0, e de 2 a 8 minutos de
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reacdo, durante a derivatizagdo pré-coluna. Nas analises
cromatograficas, verificou-se a estabilidade do derivado
com o emprego na fase movel de solugao tampao
fosfato de so6dio 0,1 M na faixa de pH entre 3,3 e 3,8, e
temperatura da coluna cromatografica de 20 a 27 °C.
Assim, torna-se imprescindivel o controle dos pardmetros
experimentais pH, tempo e temperatura durante a reacao
de derivatizagdo e as analises cromatograficas, a fim de
assegurar a estabilidade do derivado fumonisina B -orto-
ftaldialdeido e a obtengdo de resultados fidedignos sobre
a contaminagao dos alimentos por fumonisina B,.
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RESUMO

As infecgdes bacterianas ou fungicas causam quadro clinico de mastite, que motiva desmame precoce.
Os micro-organismos patogénicos, como leveduras do género Candida, quando em nimero elevado
no intestino, podem causar disbiose. Nesta pesquisa, foram realizadas a detec¢do e a identifica¢ao de
microbiota fingica nas amostras de leite humano e de sitios anatdmicos de mulheres e criangas atendidas
pelo Banco de Leite Humano do Instituto Fernandes Figueira. A viruléncia dos isolados de levedura foi
determinada pelos testes de atividade proteolitica. De 64 amostras analisadas, 81% foram positivas para
fungos, com maior prevaléncia de Candida albicans (73%), seguida do complexo C. parapsilosis (15,4%).
Perfis semelhantes aos verificados no total de amostras foram encontrados nas amostras de leite, nas
mamas e na cavidade oral, sugerindo-se a ocorréncia de associagdo entre a infecgdo cutanea da mée e do
lactente com o leite ingerido. O perfil associado & viruléncia dos isolados de Candida foi determinado
pelo teste de produgdo de proteases, e 100% das amostras mostraram resultados fortemente positivos,
indicando alto grau de infecciosidade. A alta prevaléncia de C. albicans nas amostras coletadas de mamas,
no leite e na cavidade oral, é importante fator de risco a saude de lactentes.

Palavras-chave. mastite, cavidade oral, Candida albicans, complexo C. parapsilosis (grupo psilosis),
viruléncia.

ABSTRACT

Bacterial or fungal infections might produce a clinical feature of mastitis, which is one of the main causes
of precocious breast-feeding discontinuity. In addition, when the potentially pathogenic microorganisms
as yeast of Candida genera were in high counting in the intestine, might cause dysbiosis. This study aimed
detecting and identifying fungi in human milk and anatomical sites of breast-feeding women and infants
who were enrolled at Human Milk Bank of the Institute Fernandes Figueira. The virulence of the yeast
isolates was evaluated by means of proteolytic activity tests. Eight-one percent of 64 analyzed samples
showed positive results to fungi, with a highest prevalence of Candida albicans (73%) followed by C.
parapsilosis complex (15.4%). Similar profiles were found in samples of milk, of breasts and of infants
mouth cavity, suggesting a correlation between breast-feeding mothers and infants cutaneous infections
with the ingested milk. The virulence of the isolated Candida was determined by the proteolytic activity
test. All of the isolates (100%) were strongly positive, indicating a high degree of infectivity. The high
prevalence of C. albicans in samples collected from breasts, mouth cavity and milk is a crucial risk factor
for the infants health.

Keywords. mastitis, mouth cavity, Candida albicans, C. parapsilosis complex (psilosis group), virulence.
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INTRODUCAO

Infec¢des cutineas e de partes moles causadas
por espécies de fungos, como as dermatofitoses e
dermatomicoses, sdo bastante comuns. Aquelas causadas
por espécies do género Candida nas mamas das nutrizes
tendem a ser manifestar como lesdo eritematosa e
pruriginosa no sulco inframamario, levando ao quadro
conhecido por mastite. Essa é uma das principais
causas de abandono precoce de amamenta¢do, com
consequéncias nefastas a saide do lactente, incluindo sua
exposic¢do a fungos patogénicos'.

Diversas espécies de Candida sdo naturalmente
encontradas vivendo como comensais no organismo
de individuos com sistema imunolégico normal,
numa propor¢ao de 47% na cavidade oral, 34% na
regido retal e 23% na cavidade vaginal, sem causar
infeccbes aos seus hospedeiros, ainda que, por vezes,
sejam detectadas em numero elevado’. Isolados
de C. parapsilosis previamente classificadas como
pertencentes aos grupos II e III foram recentemente
reclassificadas como  espécies  independentes,
denominadas C. orthopsilosis e C. metapsilosis®. De
Toro et al* estudaram 122 isolados do complexo
C. parapsilosis, e classificaram 91% como sendo C.
parapsilosis sensu stricto. A espécie isolada com mais
frequéncia do trato gastrointestinal é Candida albicans,
seguida por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaneae, C. dubliniensis e
C. glabrata®®. C. albicans é um importante comensal
da microbiota de humanos e animais, mas ¢ também o
principal fungo patogénico de humanos, considerado
0 quarto entre os micro-organismos responsaveis por
infec¢des sistémicas de origem hospitalar®® Micro-
organismos potencialmente patogénicos, como
leveduras do género Candida, também podem estar
presentes em numero elevado em caso de disbiose
intestinal’.

A produgdo de aspartil proteinase (Sap), assim
como a producio de fosfolipase, esta correlacionada com
a habilidade de aderéncia ao tecido do hospedeiro!'¢,
incluindo adesdo as proteinas da matriz extracelular
como fibronectina, laminina e coldgeno"". Pela
formacao de tubo germinativo, podem aumentar o
potencial de viruléncia nas infec¢des em mucosas e pele
e na dissemina¢ao endovenosa®.

Tendo em vista a importincia da alimentacgdo
com leite humano para a satide do lactente, esta pesquisa

objetivou detectar e identificar a microbiota fungica
de leite humano e de sitios anatomicos de mulheres
e criancgas atendidas pelo banco de leite humano do
Instituto Fernandes Figueira da Fiocruz.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

Foram avaliadas um total de 64 amostras,
sendo 25 de leite humano ordenhado e 39 de swabs
de sitios anatdmicos de lactentes e lactantes atendidos
pelo banco de leite humano ordenhado do Instituto
Fernandes Figueira (IFF). Dos lactentes, coletaram-
se 18 amostras da cavidade oral, enquanto que, das
lactantes, foram amostradas as mamas (mamilo e
aréola), num total de 21.

Das 25 amostras de leite humano ordenhado cru,
18 foram provenientes das mesmas lactantes das quais
foram coletados swabs das mamas, aréolas e da boca
dos seus respectivos lactentes. Outras sete amostras de
leite foram de doadoras voluntarias do banco de leite
Humano do IFE.

Sé foram incluidos no estudo as lactantes e os
recém-nascidos cujos pais concordaram em participar
por meio de consentimento livre e devidamente
esclarecidos a despeito de alguma doenga de base.

Exame microscépico direto

Inicialmente, as amostras de leite foram
centrifugadas por 15 minutos a 3.000 x g e o sedimento
examinado “a fresco” ao microscopio. Nas amostras de
swabs, foram feitos esfregacos e corados pelo método de
Gram e analisados ao microscdpio.

Exame por cultivo

Amostras de leite (apos centrifugacdo) e
swabs foram semeados por estriamento em meio
Sabouraud (Difco) e Mycosel® (BD-BBL) e, apds o
crescimento, foram reisoladas em meios especiais, agar
batata dextrose (Difco) e Lactrimel, preparados de
acordo com Sidrim e Moreira?. Culturas presuntivas
para leveduras foram semeadas em agar extrato de
arroz (Rice Extract Agar, Difco) para prova do tubo
germinativo e formagao de clamidoconideos. Além
dos testes morfoldgicos, os isolados de leveduras foram
identificados por meio de testes bioquimicos com o
auxilio do equipamento VITEK® (bioMérieux, Franga) e
por semeadura em CHROMagar Candida ® (BD-BBL).
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Analise de viruléncia

Os isolados de leveduras foram testados para
atividade de proteinase utilizando agar proteinase
preparado de acordo com Ruchel et al.'’. Inoculou-se
uma alcada de cada isolado no centro da placa de Petri
contendo agar proteinase seguida de incubagao a 36 °C
por quatro dias. A presenca da enzima foi observada pela
formagao de um halo transparente devido a hidrdlise
da proteina ao redor da coldnia. A atividade enzimatica
(Pz) foi medida de acordo com Price et al.?* (Tabela 1),
calculando-se a razdo entre o diametro da colonia e o
didmetro do halo transparente de hidrolise.

Tabela 1. Interpretagio da atividade enzimatica para avaliacdo do
grau de viruléncia conforme estabelecido por Price et al.”

Pz Atividade enzimatica Codigo
=10 Negativa 1
>0,64<1,0 Positiva 2

< 0,64 Fortemente positiva 3
RESULTADOS E DISCUSSAO

Exame microscopico direto

O exame microscopico direto revelou apenas
5,4% de positividade. Por outro lado, quando as amostras
foram semeadas em meio de cultivo, 81% apresentaram
contaminacgao fungica (Figura 1), sugerindo que o exame
microscépico direto nao pode ser empregado como
unica forma de diagnostico.

Identificacao e ocorréncia de espécies flingicas

O percentual das diferentes espécies encontradas
no total de amostras contaminadas com fungos ¢é
mostrado na Figura 2. C. albicans seguida do complexo
C. parapsilosis predominaram no total de amostras
positivas. De maneira similar, outros autores também
observaram dominancia de C. albicans, seguida de C.
parapsilosis em sitios anatdmicos e fungemias>**2¢. Foi
verificado que mulheres que amamentam com dor no
mamilo sdo mais frequentemente diagnosticadas como
portadoras de candidiase por C. albicans que mulheres
que amamentam sem dor’. Da mesma forma, Andrews
et al.! encontraram C. albicans mais frequentemente em
maes que amamentam e relatam dor quando comparadas
a maes assintomaticas.

Krcméry e Kovacicova® verificaram em um
periodo de dez anos que, embora C. albicans permanega
como a espécie mais frequentemente isolada, houve
aumento de outras espécies de Candida em 46,3%, de
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1991 a 1998. C. albicans representou 61,6% de todas
as fungemias, seguidas de C. parapsilosis (9,9%), C.
krusei (5,8%), C. tropicalis (4,1%), C. glabrata (3,2%),
C. guilliermondii (1,2%) e C. lusitaniae (0,9%). Na
presente pesquisa, foram encontrados, 73% de C.
albicans, 15,4% do complexo C. parapsilosis e 5,8%
de C. tropicalis, sendo que fungos filamentosos do
género Aspergillus representaram a terceira espécie
fangica de maior incidéncia (7,7%). Quando sdo
consideradas apenas as amostras de leite, fungos do
género Aspergillus representaram a segunda espécie
mais incidente (15,8%), juntamente com o complexo C.
parapsilosis.

(A)

94,55%

5,45%

B negativo o positivo

(B)
18,75%

81,25%

Enegativo @positivo

Figura 1. Percentuais de positividade para a presenga de fungos pelo
exame microscopico direto (A) e por cultivo (B) do total de 64 amos-
tras coletadas de leite humano e swabs de sitios anatdmicos de lacten-
tes e lactantes

Candida tropicalis Trichosporon pululans

58%  1,9%
Aspergillus spp - 7,7% oo,

Candida parapsilosis
15,4%

73%
Candida albicans

Figura 2. Percentual de diferentes espécies fungicas encontradas no
total de 52 amostras positivas (81,25%)
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Perfis semelhantes aos verificados no total de
amostras foram encontrados no leite, nas mamas e na
cavidade oral (Figura 3), sugerindo uma transferéncia
da infeccdo das mamas das lactantes para o leite e,
consequentemente, para os lactentes.

Por outro lado, leveduras do género
Trichosporon foram encontradas somente no leite,
indicando contaminagdo proveniente do ambiente e/ou
manipulagéo.

Segundo Contreras et al.”, C. albicans
representou 40% dos isolamentos (23,3% em criangas
saudaveis e 82,4% naquelas com candidiase bucal) de
124 criangas acompanhadas longitudinalmente, dos
15 dias de vida até os 16 meses. Assim, a combinagdo
destas duas caracteristicas de C. albicans, alta incidéncia
e longa permanéncia, podem comprometer severamente
a sanidade de lactentes.

Tortora et al.?® afirmaram que a microbiota da
mucosa da boca usualmente suprime o crescimento de
fungos como C. albicans. Entretanto, neste estudo, todas
as amostras da cavidade oral foram positivas para fungos,
com predominancia de C. albicans (83,3%). De outra
forma nao foram encontradas as leveduras C. tropicalis e
T. pululans presentes no leite.

Embora muitos membros desse género sejam
encontrados intraoralmente (C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis e C. guilliermondii), eventualmente causam
doenga, sendo a candidiase bucal provocada mais
frequentemente por C. albicans, considerada a mais
patogénica® ',

Almeida®* observou a ocorréncia de bolores
e leveduras em 69,4% das amostras de leite humano
coletadas no IFF, com contagens na ordem de 10° UFC/
mL. Foram efetuadas modificacdes na técnica de coleta
e as contagens foram repetidas, revelando redugdo na
incidéncia desses micro-organismos para 16,7% das
amostras e contagens inferiores a 3,0 x 10> UFC/mL.

A alta incidéncia de C. albicans nas mamas,
cavidade oral de lactentes e no leite é uma fator de
risco a sanidade dos lactentes. O género Candida,
composto por leveduras comensais na pele humana
e dos animais vertebrados, vem sendo estudado
recentemente em varias reformulacdes a respeito
de sua classificagdo, taxonomia e viruléncia, e com
relagdo ao seu papel na doencga cutinea e sistémica®.
Espécies de Candida estdo relacionadas ao abandono
da amamentagdo e quadros de diarreia apresentados
por criangas internadas e alimentadas com leite

materno e leite maternizado, sobretudo em pacientes
imunodeprimidos. Em adigdo, leveduras do género
Candida sao consideradas potencialmente patogénicas
quando presentes em numero elevado em casos de
disbiose intestinal®.

(A)
Candida tropicalis Trzcgoésg;oron pululans
105%  Zog
Aspergillus spp ;
15,8%
15,8% 52,6%
Candida parapsilosis Candida albicans
(B)
Aspergillus spp
) I 6,7% Candida albicans
Candida parapsilosis - 80%

20%

©

Candida parapsilosis
16,7% 0%

Candida albicans
83,3%

Figura 3. Percentual de ocorréncia de diferentes espécies fingicas no
leite humano (A), nas mamas das nutrizes (B) e na cavidade oral de
lactentes (C)

Produc¢io de proteinase

Um dos fatores de viruléncia do género Candida
mais estudado é a producdo de enzimas extracelulares,
como proteinases dcidas e fosfolipases, uma vez que
exercem importante papel na patogénese. O perfil
associado a viruléncia das espécies de Candida foi
determinado pelo teste de producido de proteinase acida,
sendo observado que 100% foram fortemente positivas,
indicando alto potencial de viruléncia. Foram testados
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18 isolados de C. albicans, sendo seis das mamas, seis da
cavidade oral e seis do leite, que apresentaram atividade
enzimdtica (Pz) média e desvio-padrdo de 0,37 £ 0,06,
0,42 £ 0,11 e 0,35 £ 0,10, respectivamente. De maneira
similar, trés isolados de Candida do complexo psilosis
(respectivamente de mama, cavidade oral e leite)
apresentaram Pz de 0,54, 0,38 e 0,45, e também foram
classificados como fortemente positivos para producio
de proteinases. Um isolado de leite de C. tropicalis foi
igualmente fortemente positivo para o teste de proteinase
(Pz0,37).

Ruchel et al."! e MacDonald* demonstraram
que atividades distintas de proteinases podem ser
apresentadas por diferentes linhagens de C. albicans e
diferentes espécies de Candida. Também foi observado
que existe tendéncia de correspondéncia entre
quantificagdo de proteinases e ordem de viruléncia de
espécies (C. albicans > C.tropicalis > C.parapsilosis > C.
krusei > C. glabrata > C. guilliermondii). Diferentemente,
os resultados aqui apresentados mostraram que todas as
leveduras isoladas independentemente da espécie foram
fortemente proteoliticas. Conclui-se que os isolados de
Candida spp. podem ser considerados potencialmente
oportunistas e/ou patogénicos.

Resultados semelhantes foram relatados por
Penha®, que observou elevada atividade proteolitica
em 100% dos isolados de C. albicans de pacientes da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo.
Candido et al.** relataram atividade proteolitica em 66,7%
de C. albicans isoladas da mucosa bucal de pacientes da
Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto.

Holmstrup e Samaranayake® acreditam que o
desequilibrio da microbiota bucal e a imaturidade dos
mecanismos de defesa sdo responsaveis pela sensibilidade
aumentada a candidiase durante o periodo neonatal.
Dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, a
colonizagao por Candida, inicialmente superficial, pode
se disseminar. A infec¢do por espécies do género Candida,
segundo Ghannoum", comegaria pela aderéncia da
levedura as células da pele e das mucosas, e seguiria
com a multiplicacdo celular, formando posteriormente
tubo germinativo e hifas que produziriam proteinases e
fosfolipases, permitindo a sua penetragdo e a consequente
resposta inflamatoria.

CONCLUSAO

Todas as espécies de leveduras apresentaram
elevada atividade de proteases e, portanto, com alto
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potencial associado a viruléncia e potencial para
tornarem-se patogénicas. Existe uma relacao da infecgdo
cutanea damae e dolactente, assim como doleite ingerido,
indicando alto grau de infectividade dessas leveduras.
Conclui-se que o aspecto higiene é fundamental quando
da entrega da alimentag¢ao ao recém-nascido, seja por
meio da amamentac¢io por formulas ou ao peito.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar o enriquecimento seletivo e o plaqueamento direto no isolamento das
espécies termofilicas de Campylobacter spp. em 30 amostras de carcagas de frango resfriadas adquiridas
em supermercados, feiras livres e abatedouros no municipio do Rio de Janeiro, no periodo de julho de
2009 a julho de 2010. Foi realizada a enxaguadura da carcaga com agua peptonada tamponada a 1%
para recuperacio das bactérias. Para o plaqueamento direto, foram utilizados dgar carvao cefoperazone
desoxicolato modificado e dgar campy-cefex. Para o enriquecimento seletivo, foi empregado o caldo
Bolton em concentragdes simples e dupla. Foi detectada a presenga de Campylobacter spp. em 21 amostras
(70%), sendo 6 (28,6%) de abatedouros (3 com Servico de Inspec¢do Estadual e 3 sem inspe¢io), 8 (38,1%)
de supermercados e 7 (33,3%) de feiras livres. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados obtidos nesses estabelecimentos. As 21 amostras positivas foram isoladas do plaqueamento
direto, 2 (9,5%) foram isoladas também no caldo Bolton simples e nenhuma no caldo Bolton duplo. O
plaqueamento direto foi considerado o método mais rapido e eficiente, e apresenta menor custo que o
enriquecimento seletivo na recuperagao de Campylobacter spp. em carcagas resfriadas de frango.
Palavras-chave. Campylobacter spp., caldo Bolton, nCCDA, Campy-Cefex.

ABSTRACT

This study aimed at comparing the use of selective enrichment and direct plating for isolating the
thermophilic species of Campylobacter spp. from 30 samples of chilled chicken carcasses purchased in
supermarkets, marketplaces and slaughterhouses in the Rio de Janeiro city, from July 2009 to July 2010.
Chicken carcasses were rinsed out with 400 mL of 1% buffered peptone water for bacteria recovering.
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate agar and Campy Cefex agar were used for direct plating. Selective
enrichment was performed employing Bolton broth in single and double concentrations. The presence
of Campylobacter spp. was detected in 21 samples (70%), being 6 (28.6%) from slaughterhouses (3 with
State inspection service and 3 without inspection), 8 (38.1%) from supermarkets and 7 (33.3%) from
marketplaces. No statistically significant differences were found among the results obtained from different
establishments. Of 21 positive samples, 2 (9.5%) were isolated from single Bolton broth and none of them
was positive in double Bolton broth. Therefore, the direct plating was considered easier, faster and more
cost-effective than the selective enrichment methodology for recovering Campylobacter spp. from chilled
chicken carcasses.

Keywords. Campylobacter spp., Bolton broth, mCCDA, Campy-Cefex.
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INTRODUCAO

Nas ultimas quatro décadas, as espécies de
Campylobacter spp. tém sido reconhecidas como
patégenos emergentes e despontaram como importantes
agentes de gastrenterites de origem alimentar em varias
partes do mundo'. Dados de paises desenvolvidos
apontam que as infec¢des causadas por algumas espécies
do género Campylobacter tém sido relatadas como uma
das principais causas de gastrenterites em grande parte
dos paises europeus® Nos Estados Unidos, ocorrem cerca
de 2,4 milhoes de casos por ano’.

O género Campylobacter pertence a familia
Campylobacteraceae e ¢ constituido de bastonetes
delgados, curvos espiralados, gram-negativos e
microaeroéfilos. Nao formam esporos, nao sio hemoliticos
e possuem uma motilidade caracteristica em forma de
saca-rolhas, produzida por um flagelo polar em uma
ou ambas as extremidades da célula®. As espécies do
género Campylobacter estao amplamente distribuidas na
natureza, e a maijoria esta apta a habitar o trato intestinal
de animais de sangue quente, sendo encontradas
frequentemente em aves domeésticas, bovinos, suinos,
ovinos, roedores, passaros, caes e gatos®’. Campylobacter
jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis representam o
grupo de bactérias denominadas termofilicas, devido a
temperatura 6tima de crescimento oscilar entre 42 °C e
43 °C, sendo que C. jejuni e C. coli constituem as espécies
mais frequentemente isoladas de enterites humanas®”.

A campilobacteriose no homem ocorre em
decorréncia da ingestao de alimentos impropriamente
manipulados ou mal cozidos. A grande maioria dos
casos ocorre de forma isolada, com eventos esporadicos,
ndo caracterizando um surto®. Os frangos sdo os
maiores reservatdrios dessas bactérias, e as espécies
termofilicas estdo mais associadas a doenca, por suportar
a temperatura do trato intestinal das aves, que é em torno
de 41 °C. A contaminagao de carcagas de frangos em
abatedouros e o consumo de alimentos a base de frango
mal cozido, além da contamina¢io cruzada durante a
manipulagdo de alimentos crus, sdo considerados os
principais fatores de risco para infec¢des™*”.

A doenga é caracterizada por diarreia aguda, dor
abdominal e célica, podendo ocasionalmente ocorrer
diarreia sanguinolenta contendo leucécitos e muco.
Calafrios, nduseas e febre também representam uma
sintomatologia da doenca, mas os vOmitos sdo raros.
Um fator agravante na transmissdo da doenca é que

pacientes convalescentes podem continuar excretando
0 micro-organismo nas fezes durante duas semanas a
um més®. Infecgdes por C. jejuni podem levar a sérias
consequéncias pos-infecciosas, dentre as quais se destaca
a Sindrome de Guillain-Barré, que consiste em uma
polineuropatia inflamatoéria desmielinizante, resultando
em paralisia neuromuscular aguda’®.

Esses organismos microaerdfilos sdo mais
exigentes e possuem crescimento mais lento que outros
enteropatégenos bacterianos e requerem condigdes
especiais de crescimento, uma vez que sdo sensiveis ao
oxigénio, caracteristica que dificulta o seu cultivo’. As
células de Campylobacter spp. respondem ao estresse
causado pela presenca de oxigénio, temperatura baixa
ou falta de nutrientes, mudando a sua morfologia
para formas cocoides, entrando em um estado vidvel
nio cultivavel e sendo incapazes de crescer em meios
seletivos de isolamento, mas podendo ser transmitidas
e causar infeccdo em humanos'®"'. Trés fatores sdo
fundamentais para o seu isolamento: o uso de meios
seletivos, a incuba¢do em atmosfera de microaerofilia e a
temperatura de 42 °C no isolamento primario'.

O uso de suplementos, como sulfato ferroso,
metabissulfito de sddio e piruvato de sodio, aumenta
a aerotolerancia do micro-organismo por meio da
reducao dos componentes toxicos derivados do oxigénio,
como perdxido de hidrogénio, oxigénio simples e ions
superoxido. Muitos meios seletivos contém alguns ou
todos esses compostos em concentracdes variadas'®

Existem véarios métodos descritos para a
pesquisa de Campylobacter em alimentos, incluindo
ou ndo etapas de enriquecimento seletivo seguido
de inoculagdo em agares seletivos”. A maioria dos
meios de enriquecimento para Campylobacter contém
uma base rica em nutrientes, antibidticos para inibir
competidores e ingredientes para amenizar os efeitos
toxicos do oxigénio'>. O Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods® recomenda a
utilizagao do plaqueamento direto e do enriquecimento
seletivo com o caldo Bolton em concentracdo dupla,
o Bacteriological Analytical Manual"* e a Norma ISO
10.272-1:2006" recomendam a utilizagdo do caldo
Bolton em concentracio simples.

O objetivo deste trabalho foi comparar o
isolamento de Campylobacter spp. por plaqueamento
direto e pela utilizacdo de enriquecimento seletivo
com caldo Bolton em concentrac¢do simples e dupla em
carcagas resfriadas de frango.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram adquiridas trinta amostras de carcacas
resfriadas de frango, de diferentes marcas comerciais
oferecidas para consumo no Municipio do Rio de Janeiro,
no periodo de julho de 2009 a julho de 2010. A coleta foi
realizada no dia anterior ou no mesmo dia da analise, em
trés tipos de estabelecimentos comerciais: supermercados
(n = 10), feiras livres (n = 10) e abatedouros (n = 10),
sendo quatro com Servico de Inspecdo Estadual (SIE) e
seis sem inspecdo. No momento da coleta, as amostras
encontravam-se dentro das especificacdes (temperatura,
validade, embalagem) estabelecidas pela legislacao
vigente para esse tipo de produto, definidas pela
Resolugdo RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002'¢, com
exce¢do das amostras de abatedouros sem inspecéo e as
adquiridas em feiras livres, que ndo possuiam rotulagem
e ndo estavam refrigeradas.

As amostras foram transportadas em recipiente
isotérmico contendo gelo e mantidas entre 2-8 °C
até o momento da analise. A analise das amostras foi
realizada no Setor de Alimentos do Departamento de
Microbiologia do INCQS/Fiocruz.

Preparo da amostra

A pesquisa de Campylobacter spp. foi realizada
de acordo com a metodologia descrita no capitulo
31 do Compendium of Methods for the Microbiogical
Examination of Foods’, com a inclusdo do caldo Bolton
em concentracao simples''s.

No preparo inicial da amostra, foi utilizada a
técnica da enxaguadura com um volume de 400 mL de
agua peptonada 1% tamponada.

Plaqueamento direto

Foi realizado o plaqueamento por esgotamento
em estria de uma al¢a bacterioldgica diretamente da agua
da enxaguadura das amostras. Foram utilizadas placas
em duplicata com os meios agar Carvao Cefoperazone
Desoxicolato modificado (mCCDA-Oxoid) e agar
Campy-cefex'” (BBL), e incubados em atmosfera de
microaerofilia utlizando o gerador CampyGen (Oxoid)
a 42 °C por 48 horas.

Enriquecimento seletivo

Foram utilizados 25 mL do caldo Bolton (Oxoid)
em dupla concentragdo, com suplemento seletivo

458

contendo cefoperazona, trimetoprim, vancomicina e
cicloheximida e 5% de sangue lisado de cavalo adicionado
de 25 mL da 4gua da enxaguadura. Em paralelo, foi
utilizado 45 mL de caldo Bolton em concentragio simples
com os mesmos suplementos seletivos, adicionado
de 5 mL da agua da enxaguadura. Apds a incubagao a
42 °C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia, o
crescimento de cada caldo foi semeado, com uma al¢a
bacterioldgica, em duas placas com os agares descritos
na etapa anterior.

Todas as etapas foram realizadas paralelamente
com as cepas de Campylobacter jejuni INCQS 00262
ATCC 33560 (controle positivo) e Escherichia coli
INCQS 00033 ATCC 25922 (controle negativo), obtidos
da colecao de culturas do INCQS.

Identificaciao de Campylobacter spp.

Os isolados que apresentaram crescimento
sugestivo de Campylobacter spp. foram submetidos a
coloragido de Gram e as provas bioquimicas de oxidase
e catalase. A confirmagao de género foi realizada pelo
teste de aglutinacao em latex utilizando o kit Dryspot
Campylobacter (Oxoid).

Analise estatistica

As diferencas estatisticamente significativas entre
as amostras de supermercados (n = 10), feiras livres (n
= 10) e abatedouros (n = 10) foram calculadas pelo teste
de Cochran (bilateral) ao nivel de significancia de 0,05.
A analise comparativa entre as técnicas de plaqueamento
direto e enriquecimento seletivo e da recuperacgdo entre
os agares mCCDA e campy-cefex foi determinada pelo
teste de Fisher seguido do célculo de Odds Ratio. Essas
analises foram realizadas no programa Bioestat 5.0
(2007).

RESULTADOS

Isolamento de Campylobacter spp. por plaqueamento
direto

O plaqueamento direto, a partir da agua de
enxaguadura, nos meios seletivos agar campy-cefex
e mCCDA, demonstrou a presenga de Campylobacter
spp- em 21 (70%) das carcagas de frango analisadas.
Destes 21 isolados, 13 (62%) foram obtidas no agar
campy-cefex e mCCDA concomitantemente, 3 (14%)
somente no campy-cefex e 5 (24%) somente no
mCCDA (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolamento de Campylobacter spp. em amostras de carcagas resfriadas de frango

X ) ) Total de amostras
Enriquecimento seletivo . . .
. . . Plaqueamento direto positivas por meio de Total de

Procedéncia (caldo Bolton simples) :

isolamento amostras
das amostras Amostras Amostras analisadas

+ mCCDA! + CC? . +mCCDA +CC . + mCCDA + CC
positivas positivas

Mercado 1 1 1 5 8 7 6 10
Abatedouro 0 1 1 5 3 6 5 4 10
Feira 0 0 0 6 7 6 6 10
Total 1 2 A 17 14 210 18 16 30

!4gar carvio cefoperazone desoxicolato modificado; > 4gar Campy-Cefex; *° valores significativamente diferentes (teste de Fisher, p <0,0001).

Isolamento de Campylobacter spp. por enriquecimento
seletivo

Das 21 amostras contaminadas com Campylobacter
spp., somente 2 (9,5%) foram obtidas a partir do caldo Bolton
simples e nenhuma do caldo Bolton em dupla concentragio
(Tabela 1). A etapa de enriquecimento seletivo com caldo
Bolton nas concentragdes simples e dupla seguida de
esgotamento em agar mCCDA e campy-cefex apresentou
abundante crescimento de microbiota acompanhante.

Identificacio de Campylobacter spp.

A coloracdo de Gram demonstrou a presenca de
bastonetes Gram negativos, delgados e em forma de asas
de gaivota nos 21 isolados, que também apresentaram a
produgdo das enzimas catalase e oxidade. Os 21 isolados
foram confirmados como Campylobacter spp. pelo teste
de aglutinagao em latex.

Analise estatistica

Nao  houve  diferenca  estatisticamente
significativa entre as amostras de supermercados (n =
10), feiras livres (n = 10) e abatedouros (n = 10). Das
21 amostras analisadas que apresentaram contaminacao
por Campylobacter spp., 8 (38,1%) foram provenientes
de carcagas coletadas em supermercados, 7 (33,3%)
em feiras livres e 6 (28,6%) em abatedouros. Das 6
amostras positivas obtidas em abatedouros, 3 foram de
estabelecimento com SIE e 3, sem inspecdo. Em relaciao
ao plaqueamento direto e enriquecimento seletivo, foi
demonstrado que as técnicas sdo significativamente
diferentes (teste de Fisher, p < 0,0001). O calculo de
Odds Ratio foi 30, ou seja, as chances de isolamento
pelo plaqueamento direto foram 30 vezes superiores as
chances de isolamento pelo enriquecimento seletivo.
Na comparagao da recuperagido dos agares mCCDA e
campy-cefex, foi demonstrado que nao houve diferenca

significativa entre os referidos meios seletivos (teste de
Fisher foi de 0,6965, ou seja, p > 0,05).

DISCUSSAO

A recuperagio de Campylobacter spp. em
carnes resfriadas de frango depende da sensibilidade da
metodologia adotada. Neste estudo, a recuperagdo de
Campylobacter spp. foi significativamente superior (p
< 0,05) pelo método do plaqueamento direto em agar
campy-cefex e mCCDA, em relagdo ao enriquecimento
seletivo. Enquanto a recuperagio pelo plaqueamento direto
detectou Campylobacter spp. em 70% (21/30) das amostras,
o enriquecimento seletivo revelou a presenca dos mesmos
em apenas 6,6% (2/30). Resultado semelhante foi obtido
por Medeiros'®, que utilizou o plaqueamento direto em agar
mCCDA e o enriquecimento seletivo em caldo Bolton duplo
e isolou 70% de Campylobacter spp. apenas por meio do
plaqueamento direto. Outros autores também verificaram
que a recuperagdo por plaqueamento direto em mCCDA
foi significativamente superior (41%) comparada com o
enriquecimento seletivo em caldo Bolton simples (24,2%)".

Resultados contraditérios foram observados por
Franchin et al.®, que conseguiram isolar Campylobacter
spp. em 91,7% das amostras utilizando enriquecimento
com o caldo Bolton em concentragdo simples, assim como
Johnsen et al.*, que isolaram Campylobacter spp. em 100%
dasamostrasdefrango de corte analisadas utilizando o caldo
Bolton seguido pelo isolamento no agar mCCDA. Outro
estudo, porém, demonstrou a presenga de Campylobacter
spp. em carcagas de frango pelos dois métodos, com excegao
de duas carcagas que s apresentaram esses contaminantes
apos o enriquecimento em caldo Bolton'2. Esse dado foi
reforcado pela analise comparativa entre esses métodos,
demonstrando que ambos foram homogéneos e sensiveis
para deteccdo de Campylobacter spp. em amostras de

459



Medeiros VM, Bricio SML, Filgueiras ALL, Clementino MBM. Utilizag¢do de caldo Bolton no enriquecimento seletivo em comparagido ao
plaqueamento direto na pesquisa de Campylobacter spp. em carcagas resfriadas de frango. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(3):456-61.

1

carcagas de frango. Entretanto, devido a antecipagdo
dos resultados em 24 horas, os autores recomendam a
utilizagdo do plaqueamento direto®.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram a
presenca de crescimento abundante de outras bactérias
acompanhantes apds o enriquecimento em caldo Bolton
simples e duplo, o que prejudicou a visualizagdo de
colonias tipicas de Campylobacter spp. Outros estudos
confirmaram essa observacdo ao demonstrarem o
crescimento excessivo de Escherichia colie outras bactérias
intestinais, ap6s a utilizagdo do caldo Bolton, mascarando
avisualizagao das coldnias de Campylobacter nas placas de
agar mCCDA*»?*. Esse grupo de pesquisadores levantou
a hipotese de que o caldo Bolton contém quantidades
limitadas de compostos seletivos, sendo insuficiente para
inibir a microbiota acompanhante de Campylobacter
spp. em amostras muito contaminadas, uma vez que
Campylobacter spp. tém uma taxa de crescimento menor
que outras espécies bacterianas e sdo considerados fracos
competidores fora do nicho intestinal®’.

No presente estudo, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os meios de isolamento
utilizados. O mesmo foi observado em um estudo
onde foram avaliados seis meios sdlidos para detecciao
de Campylobacter e nao foram verificadas diferencas
significativas entre cinco deles, incluindo campy-cefex
e mCCDA?%. Os autores também observaram que a
utilizagdo de meios de isolamento contendo grande
nimero de antibidticos como o agar campy-line pode
prejudicar a recuperagao de Campylobacter spp.”.

Em relacao aos locais de coleta, ndo houve
diferenca significativa no isolamento de Campylobacter
spp. entre as amostras de feiras livres, hipermercados e
abatedouros. Dados similares foram obtidos por outros
autores a partir do isolamento de Campylobacter spp. em
carcagas e miudos de frango coletadas em abatedouros
clandestinos, feiraslivresesupermercados,eemsobrecoxas
resfriadas provenientes de hipermercados e feiras livres,
respectivamente’®”. Outra evidéncia foi a detecgdo
de Campylobacter spp. em carne de frango oriunda de
estabelecimentos contendo Servigo de Inspegdo Federal
ou Estadual®. Esses dados podem estar relacionados com
os diferentes mecanismos de coloniza¢do e com a enorme
variedade de fontes de Campylobacter spp.”. Outro fator
que pode estar relacionado com esses dados é a presenga
de aves no abatedouro com penas e pele, contendo
fezes devido a aglomeragdo durante o transporte. Essas
aves carreiam micro-organismos para o ambiente
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de processamento, o que pode levar a contamina¢io
cruzada. Esses sdo alguns dos fatores que podem justificar
a deteccao desses micro-organismos em diferentes tipos
de produtos e estabelecimentos.

No que se refere a variabilidade na recuperacéo
de Campylobacter spp., os resultados apresentados,
acrescidos de dados daliteratura, sugerem que os métodos
de analise influenciam consideravelmente, uma vez que
existem muitos fatores envolvidos no favorecimento e
ou inibi¢do do isolamento'>'®2!. Percentuais superiores
e inferiores aqueles encontrados nesta investigacdo tém
sido relatados?***#*, Fatores como a susceptibilidade
as condigoes adversas como congelamento, aditivos,
microbiota acompanhante e tensdo de oxigénio podem
interferir na recuperagao de Campylobacter spp.”’. Além
disso, o aumento na concentragao de cloro na agua de
processamento das aves, aliado a melhora das condi¢oes
de higiene, promovem a diminui¢do da contaminagao’"**.
Por outro lado, algumas cepas podem apresentar
resisténcia aos antimicrobianos usados na desinfeccio e
contaminar as carcagas durante o processamento?.

CONCLUSAO

O método do plaqueamento direto em meios
seletivos mCCDA e campy-cefex foi superior na
recuperagao de Campylobacter spp. em carcagas resfriadas
de frango em comparagao com o enriquecimento seletivo.
Por isso, o plaqueamento direto oferece resultados mais
rapidos e de menor custo para os laboratorios.

Nao foi verificada diferenca significativa no
isolamento de Campylobacter spp. entre os agares
mCCDA e campy-cefex. Em relagdo a procedéncia, nao
foram observadas diferencas significativas quanto a
presenca de Campylobacter spp. nos trés locais de coleta.
O mesmo ocorreu em relagdo aos estabelecimentos com
inspecdo sanitaria ou isento desse servigo.
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RESUMO

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas, e pode ser
utilizado como planta medicinal e alimento funcional. Este estudo determinou a intensidade de atividade
de inibi¢ao (IINIB) e a inativagdo bacteriana (IINAB) in vitro de dois extratos alcodlicos, obtidos de calices
e frutos com sementes de diferentes acessos de hibisco. As anilises foram efetuadas sobre as bactérias de
padrio internacional, Enterococcus faecalis, E. coli, Salmonella Enteritidis e S. aureus, associando-se os
resultados aos polifendis totais e antocianinas. Diferencas significativas na atividade antimicrobiana dos
extratos alcodlicos foram observadas em ambos os acessos. Salmonella Enteritidis (11,5) e E. coli (12)
foram as bactérias mais sensiveis, respectivamente, aos extratos alcoolicos de cdlices de hibisco e dos
frutos com sementes. S. aureus (5,2 e 0,1) foi a mais resistente a ambos os extratos. Os valores de IINIB
foram predominantemente maiores quando comparados aos de IINAB, o que indica que geralmente a
atividade bacteriostatica é maior do que a bactericida. Os valores de polifendis totais e de antocianinas do
extrato alcodlico de célices apresentaram diferenca significativa e foram superiores aos do extrato alcodlico
dos frutos com sementes. Possivelmente exista associacdo direta entre a concentra¢do de antocianina e a
atividade antibacteriana em diferentes estruturas vegetais do hibisco.

Palavras-chave. Hibiscus sabdariffa L., inibigao bacteriana, inativagao bacteriana, antioxidantes, antocianinas.

ABSTRACT

The hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) has antioxidant and antimicrobial properties, it can be used as
functional food and medicinal plant. This study aimed at determining the intensity of activity inhibition
(IINIB) and of inactivation (IINAB) of two alcoholic extracts obtained from calyxes and fruits with seeds
of different accesses of hibiscus on international standards bacterial Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Salmonella Enteritidis and Staphylococcus aureus. And the correlation between these results and the
presence of total polyphenols and anthocyanins was done. The antimicrobial activity of alcoholic extract
from both accesses showed a significant difference. While Salmonella Enteritidis (11,5) and Escherichia
coli (12) were more susceptible to the alcoholic extract from hibiscus calyxes and fruits with seeds,
respectively, the Staphylococcus aureus (5.2 e 0.1) was the most resistant in both extracts. The IINIB
values were higher than IINAB values, showing that the bacteriostatic activity was usually higher than the
bactericide. Total polyphenols and anthocyanins contents in calyxes alcoholic extract showed a significant
difference, and they were higher than in alcohol extract from fruits with seeds. It seems likely that occurs
a direct correlation between the anthocyanin concentration and the antibacterial activity in different
structures of the hibiscus plant.

Keywords. Hibiscus sabdariffa L., bacterial inhibition, bacterial inactivation, antioxidants, anthocyanin.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem havido uma intensa
preocupacao pela disponibilidade de uma alimentagédo de
qualidade e natural, pois os alimentos que contém altos
niveis de conservantes para redugdo da carga microbiana
sao indesejaveis. Desse modo, a pressao por parte dos
consumidores se volta para uma maior producio de
alimentos frescos, com conservantes naturais e maior
garantia de seguranga’.

Existe grande interesse em substituir os
conservantes artificiais por conservantes naturais nos
alimentos. As substidncias naturais, de origem vegetal,
tornam o alimento mais atrativo ao consumidor?, além
de aumentar a vida util pela capacidade bacteriostatica
e bactericida, retardando o inicio da deterioracdo e o
crescimento de micro-organismos indesejaveis’. Ja o
uso inadequado de antibidticos sintéticos faz com que
micro-organismos patogénicos apresentem resisténcia
a medicamentos, havendo a necessidade de novos
antimicrobianos de fontes naturais*. O mesmo ocorre
com os antioxidantes sintéticos, restritos tanto pela
aplicagdo quanto pela quantidade’.

Conhecido popularmente como vinagreira,
rosela, caruru-azedo, azedinha, caruru-da-guiné, azeda-
da-guiné, quiabo-azedo, quiabo-réseo, quiabo-roxo,
rosela, rosélia, groselha, quiabo-de-angola, groselheira®,
o hibisco é uma espécie vegetal da familia Malvaceae,
proveniente da Africa Oriental’, e foi introduzido no
Brasil pelos escravos®.

Arbusto de ciclo anual, o hibisco pode atingir
mais de 1,80 m de altura, é pouco ramificado e com a
forma de taca de tonalidade vermelha®. Cultivado em
regides tropicais e subtropicais, a flor é simples, séssil e
axilar. A corola é composta por cinco sépalas de intensa
coloragdo vermelha em forma de cone, que forma o
calice. Na base do cdlice, estd o caliculo ou o pequeno
calice disposto em circulo’. A capsula deiscente é o
fruto que possui aspecto aveludado e cerca de 2 cm de
comprimento, abrigando as sementes''.

O hibisco ¢ alimento funcional nos paises da Asia
(Japao, China, Coreia e Taiwan)'?, e o interesse econdmico
estd nos cdlices desidratados, utilizados mundialmente
para a produgdo de bebidas, alimentos”, conservantes'
e antioxidantes'. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio da Portaria n° 519,
de 1998", considera que as flores do hibisco podem ser
consumidas como chd, preparadas por meio de infusio ou

decocgdo. Ja as sementes do fruto do Hibiscus sabdariffa
L. surgem como subproduto concomitante ao cultivo em
larga escala e a exploracdo comercial da planta'®. Essas
estruturas vegetais podem ser fonte de antioxidantes. Ao
serem trituradas, sdo utilizadas na alimenta¢do humana
como fonte expressiva de proteina e, se torradas, sdo
substitutas do café'’. Alguns autores, como Chao e Yin®,
relatam uma possivel relacdo entre a quantidade de
antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Um estudo realizado por Akindahunsi e Olaleye"
concluiu que, em ratos, a média de consumo de 150-180
mg/kg/dia do extrato aquoso-etandlico de calices de
Hibiscus sabdariffa L. mostrou-se segura. Entretanto,
o consumo em altas doses pode elevar a atividade de
algumas enzimas no plasma.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana
(IINIB) e de Inativacdo Bacteriana (IINAB) in vitro de
dois extratos alcodlicos obtidos de clices e frutos com
sementes de diferentes acessos (Palmares do Sul [RS]
e Porto Alegre [RS]) de Hibisco sabdariffa L. (hibisco)
frente a agentes bacterianos de padrdes internacionais,
relacionando esses resultados a presenca de polifenois
totais e antocianinas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre.

Os ramos do hibisco (Hibisco sabdariffa L.) in
natura foram coletados em Palmares do Sul, Bacupari
(coordenadas 30°16’S e 50°28’0) e Porto Alegre, e Lami
(coordenadas 30°14’S e 51°06’0). As amostras foram
identificadas botanicamente e encaminhadas como
exsicatas para registro no Herbario do Departamento
de Botanica, do Instituto de Biologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, recebendo os registros
ICN 165038 (acesso Palmares do Sul) e ICN 165039
(acesso Porto Alegre).

Foram separados manualmente os calices e
os caliculos, restando os frutos com as sementes do
hibisco. O termo “célice”, neste trabalho, envolve o calice
propriamente dito e o pequeno calice ou caliculo. O termo
“fruto com semente” envolve a cdpsula deiscente e as
sementes do hibisco. Os componentes vegetais do hibisco
foram colocados, separadamente, em dalcool etilico de
cereais (Farmaquimica®, Porto Alegre) a 96 °GL, na
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Tabela 1. Valores ordinais arbitrarios referentes a Intensidade da Atividade de Inibi¢ao Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Ativi-
dade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas correspondentes dilui¢des e doses infectantes dos indculos

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

10t 107 10° 10* 10° 10°¢ 107 10®* 10° 10" 10" 10"

10 107 10° 10° 10* 10° 10* 10' 10 10' 10% 107

0 Variaveis ordinarias de intensidade de atividade
na UFC.mL" - diluigdes de inoculo inibidas ou inativadas

n.a UFC.mL" - doses infectantes inibidas ou inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana; UFC.mL": unidades formadoras de colonias por mL.

proporcao de 400 g de calices/frutos com sementes para
1.000 mL de dlcool, na extragdo alcodlica. Apds quinze
dias, foram submetidos a destilacio fracionada sob
pressao reduzida em sistema rota vapor, desprezando-se a
porgao alcoolica e reidratando-se o extrato resultante com
agua destilada estéril, reconstituindo-se as concentragoes
iniciais dos componentes®. Para o controle da assepsia
dos procedimentos de extracgdo e reconstituicao de todos
os extratos, utilizou-se o caldo Cérebro e coragao (BHI,
Himedia®, Mumbai, India), confirmando a esterilidade
posteriormente por plaqueamento em Agar Nutriente
(Nutrient Agar, Acumedia®, Maryland, Baltimore, EUA).
Foram utilizados quatro agentes bacterianos de
padrdes internacionais (ATCC- American Type Culture
Colletion), Staphylococcus aureus (25923), Enterococcus
faecalis (19433), Escherichia coli (11229) e Salmonella
Enteritidis (11076). Essas bactérias pertenciam ao
Laboratério de Higiene do ICTA/UFRGS e foram
ativadas para atingir concentragao > 1,0 x 10®* UFC.mL"
para confrontagdo com os extratos alcodlicos de calices
e frutos com sementes de hibisco, por meio de dilui¢oes
seriais logaritmicas®. A avaliacao da concentrac¢ao inicial
foi realizada por meio da técnica da microgota®, e a
contagem de micro-organismos viaveis foi realizada em
placas de Petri contendo meio de cultura BHI (Difco®).
Foram realizadas dilui¢des seriadas, a partir do in6culo
inicial, transferindo-se 1 mL deste para tubos de ensaio
contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% (Biobras®,
Montes Claros, MG) até a obtengdo da diluicdo 104 De
cada dilui¢ao foram transferidas trés gotas para placas
de Petri utilizando micropipetas de 15 pL, e a leitura
foi realizada em intervalos de 24, 48, 72 e 144 horas de
incubagao aerdbia a 37 °C. O valor final considerado foi
constituido da média das contagens das gotas triplicadas,
avaliadas biometricamente segundo Cavalli-Sforza*.
Para a determinac¢io da atividade antibacteriana
dos extratos de hibisco lida como Intensidade de
Atividade de Inibi¢do Bacteriana/Bacteriostasia (IINIB)
e Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana/
Bactericidia (IINAB), utilizou-se o Teste de Diluiciao
segundo Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft
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(Sociedade Alema de Medicina Veterinaria)® com base
na técnica do sistema de tubos multiplos, modificada
por Avancini e Wiest®, confrontando-se os diferentes
extratos com 12 dilui¢des seriais logaritmicas (10" a 10"
UFC.mL") dos diferentes indculos bacterianos.

Entende-se por IINIB/Bacteriostasia o resultado
do confronto da bactéria com a solucdo antibacteriana
em meio especifico, o BHI, e por IINAB/Bactericidia,
o resultado desse confronto, porém sob a influéncia de
desestressores/desinibidores bacterianos como Tween 80
(Reagdo Quimica®, Porto Alegre), L-histidina (Labsybth®,
Diadema, SP) elecitina de soja (Herbarium®, Colombo, PR),
acrescidos ao mesmo BHI®. Os resultados sdo expressos
em valores que sdo representagdes da atividade bioldgica
inibitdria/bacteriostasia ou inativadora/bactericidia de
diferentes solucdes antibacterianas sobre diferentes micro-
organismos, em testes de sensibilidade. Os resultados
de IINIB e de IINAB foram representados por variaveis
ordinais arbitrarias, que assumiram valores de 12 a 0, sendo
que o valor de 12 (doze) representa atividade maxima e 0
(zero) a ndo-atividade, como demonstra a Tabela 1.

Para saber se existe diferenca significativa entre
as variaveis, aplicou-se a andlise de varidncia - ANOVA
(Microsoft Excel para Windows), seguida pelo teste de
Tukey. Esse teste ¢ um complemento a ANOVA e visa
identificar quais médias, tomadas duas a duas, diferem
significativamente entre si*. A sua utilizagdo teve como
objetivo avaliar as diferencas existentes entre os quatro
indculos (padroes bacterianos internacionais).

A extragdo de polifendis totais foi realizada
segundo a metodologia de Vinson et al.”, com
modificagdes. Amostras de 100 uL do extrato (calices
e frutos com sementes) foram colocadas em tubos
tipo eppendorf, sendo acrescidos 500 pL de solucao de
extragdo contendo metanol (Grupo Quimico®, BR) a
50% e acido cloridrico (Nuclear®, BR) a 1,2M. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 90 °C por trés horas.
Posteriormente, foram retirados do banho e, depois
de resfriados em temperatura ambiente, o volume foi
completado a 1 mL com metanol puro (Grupo Quimico®,
BR). Em seguida, as amostras foram centrifugadas
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(Centrifuge 5415R - Eppendorf®, Alemanha) (5.000
rpm/5 minutos) e os sobrenadantes foram obtidos,
sendo estes denominados extratos de polifendis totais.
As extragdes foram realizadas em duplicata.

A determinagdo de polifendis totais foi realizada
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (Proton Quimica®,
RS) segundo Karou et al.**. A solugdo de Folin foi preparada
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu e 4gua deionizada 1:1
(v/v). Em tubo tipo eppendorf, foram adicionados 30 pL do
extrato de polifenol, acrescidos de 75 pL da solugao de Folin-
Ciocalteu. Ap6s cinco minutos de reagao, foram adicionados
75 uL de solugao de carbonato de sédio (Synth®, BR) (20%)
e o volume foi completado com agua deionizada até 600
uL. A solugdo reagiu por 30 minutos e posteriormente
foi realizada a leitura em espectrofotometro (UV Mini
1240, Shimadzu®, Japao) a 750 nm utilizando acido galico
(Merck®/BR) como padrio. Os resultados foram expressos
em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de
extrato. A determinacéo de polifenois totais foi realizada em
quatro experimentos independentes, cada um em duplicata.

O conteudo deantocianinas totais foideterminado
pelo método da diferenca de pH em que se dissolve dois
sistemas tampdo, o cloreto de potassio (Merck®, BR)
pH 1 (0,025 M) e acetato de sodio (Synth®, BR) pH 4,5
(0,4 M). Foram adicionados 1,8 mL da correspondente
solugdo tampéo a 0,2 mL da amostra diluida para se obter
a densidade Optica na faixa de 540 e 700 nm (Kuskoski et
al.”’, com modificacéo).

Utilizou-se a equagdo para determinar a
absorbancia:

A = (A.max.vis.(540 nm) - A700 nm)pH1 - (A.max.vis.(540 nm) —
A700 nm)pH4,5

O célculo das antocianinas foi baseado em
Teixeira et al.?®, modificado para:

AntT (mg 100.g™): [D.O. x ED. x 1000X P.M.] / [Fex x m]

Onde D.O. é a densidade dtica do extrato, ED. é 0
fator de dilui¢do, PM. é o peso molecular, o Fex é o fator
de extin¢do e o m é a massa de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anidlise da sensibilidade das bactérias testadas
frente a solugao antimicrobiana alcodlica de calices e frutos
com sementes de hibisco, obtida de dois diferentes acessos,

independentemente do tempo de confrontacio, presenga
ou auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos,
apresentou diferenca significativa entre as bactérias
confrontadas, como pode ser visto na Tabela 2. A atividade
antibacteriana do extrato alcodlico de calices do hibisco,
em ambos os acessos, apresentou diferenca significativa
quando relacionado ao extrato alcoolico dos frutos com
sementes, ou seja, o extrato alcodlico dos calices obteve
poder antibacteriano maior do que o extrato alcodlico dos
frutos com sementes do hibisco. Fato que, possivelmente,
pode estar relacionado a maior quantidade de antocianinas
no extrato alcodlico de cdlices, se comparado ao extrato
alcodlico de frutos com sementes. A mesma hipdtese
foi constatada por Chao e Yin'®, que, utilizando o
extrato alcoolico e aquoso de célices de hibisco e acido
protocatecuico contra bactérias de interesse alimentar,
constataram possivel relacéo entre os compostos fendlicos
e o efeito antibacteriano dos extratos de calices de hibisco.

Independentemente  do  acesso, somente
considerando a estrutura vegetal, Salmonella Enteritidis
e Escherichia coli foram as bactérias mais sensiveis ao
extrato alcoodlico de célices de hibisco e de frutos com
sementes, respectivamente (Tabela 2). Nos dois extratos,
Staphylococcus aureus expressou a maior resisténcia.
Carvalho et al.?, ao estudarem a atividade antibacteriana
em plantas com indicativo etnografico condimentar,
concluiram que a bactéria Salmonella Enteritidis
demonstrou, predominantemente, a maior sensibilidade
aos diferentes extratos.

Analisando as atividades antimicrobianas
relacionadas aos acessos e as diferentes estruturas vegetais
(Tabela 2) no extrato alcodlico de calices de Palmares do
Sul, a bactéria mais sensivel foi Salmonella Enteritidis
e a mais resistente, Staphylococcus aureus. No extrato
alcoolico de frutos com sementes, o maior valor arbitrario
representando a maior sensibilidade foi Escherichia
coli e demonstrando maior resisténcia, Enterococcus
faecalis. No acesso Porto Alegre, a maior sensibilidade
demonstrada foi da Salmonella Enteritidis para ambos
os extratos, porém, a maior resisténcia foi manifestada
pela Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nos extratos
alcodlicos de cilices e frutos com sementes. Diversos
fatores, dentre os quais temperatura, disponibilidade
hidrica, radiagdo ultravioleta, micro e macronutrientes
disponiveis, altitude, polui¢do atmosférica e inducio
por estimulos mecénicos™ podem estar influenciando
a atividade secundaria de plantas medicinais e,
consequentemente, poderiam estar alterando os teores
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Tabela 2. Analise da sensibilidade de quatro espécies bacterianas frente aos extratos de dois acessos de calices e de frutos com sementes de Hibiscus

sabdariffa L., independentemente dos fatores de tempo de confrontagao,

presenca ou auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos

. . Valores Arbitrarios* Valores Arbitrarios*

Espécie bacteriana . Valor p
Calices Frutos com sementes

Acesso Palmares do Sul/RS
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 10,4° 3,32 p<0,05
Escherichia coli (ATCC 11229) 10° 12° p < 0,05
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 11,52 4,7¢ p<0,05
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 7,8¢ 9,74 p <0,05
Acesso Porto Alegre/RS
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 8,3" 0,3? p < 0,05
Escherichia coli (ATCC 11229) 7,7¢ 0,4* p < 0,05
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 11,52 2,1° p < 0,05
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 5,24 0,1¢ p < 0,05

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 2 repeti¢des); 0 = nao atividade.

Letras mindsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam di

ferengas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de

variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Valor p < 0,05 indica diferenga significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Anilise de

Variancia (ANOVA), considerando-se espécies bacterianas e acessos.

Tabela 3. Anilise da presenga e da auséncia de desestressores/ desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extrato alcodlico de

calices de dois acessos de Hibiscus sabdariffa L., independentemente dos

fatores tempo de confrontagédo, considerando-se espécies bacterianas

e ey Palmares do Sul/RS Porto Alegre/RS

IINIB* IINAB* Valor p IINIB* IINAB* Valor p
Enterococcus faecalis ~ 11,6° 9,1° p <0,05 9,3 7,3° p <0,05
Escherichia coli 102 102 p > 0,05 8,5% 6,9¢ p < 0,05
Salmonella Enteritidis  12° 11¢ p <0,05 11,8 11,3 p>0,05
Staphylococcus aureus  11° 4,5b p <0,05 9,4° 1l p < 0,05

*12 a1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 2 repeti¢des); 0 = nao atividade.
Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Valor p < 0,05 indica diferenga significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Anilise de

Variancia (ANOVA), considerando-se espécies bacterianas e acessos.

do composto relacionado a atividade antimicrobiana dos
diferentes acessos de hibisco.

Os tratamentos IINIB e IINAB do extrato alcodlico
de calices de hibisco em relacdo a espécie bacteriana
confrontada, independentemente do fator tempo de
confrontacao, apresentaram diferencas significativas
(Tabela 3). O tratamento IINIB apresentou resultado
superior ao IINAB para todas as espécies bacterianas, com
excecdo da bactéria Escherichia coli do acesso Palmares
do Sul, que apresentou o mesmo valor para IINIB e para
IINAB. A agdo do extrato alcodlico de calices de hibisco
tem acdo bacteriostitica superior, quase que total, a
agdo bactericida. Com a mesma metodologia, mas com
plantas diferentes, Carvalho et al.? também encontraram
resultados superiores para IINIB em relagdo ao IINAB.

Os maiores valores arbitrarios de IINIB e IINAB,
tanto para o acesso Palmares do Sul quanto para o acesso
Porto Alegre, foram os valores da bactéria Salmonella
Enteritidis (Tabela 3). Os menores valores de IINIB,
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para ambos os acessos, foi de Escherichia coli. E, em
relagao a IINAB, em ambos os acessos, Palmares do Sul
e Porto Alegre apresentaram os menores valores frente a
Staphylococcus aureus.

Olaleye® testou o extrato alcoolico de calices de
Hibiscus sabdariffa L. como um agente antibacteriano
frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus,
Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia
mascences, Clostridium sporogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus e Pseudomonas
fluorescence. O extrato obteve excelente atividade
antibacteriana frente aos micro-organismos testados. A
atividade antibacteriana do hibisco pode ser comparada
a da Estreptomicina, mas a Estreptomicina ndo inibe E.
coli. Porém, nesta pesquisa, o extrato alcodlico de célices
do hibisco sem os desinibidores apresentou valores
arbitrarios maiores tanto para Staphylococcus aureus
quanto para Escherichia coli, nos acessos Palmares do Sul
e Porto Alegre, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 4. Andlise da presenca e da auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extrato alcodlico de
frutos com sementes de dois acessos de Hibiscus sabdariffa L., independentemente dos fatores tempo de confrontagdo, considerando-se espécies

bacterianas
e ey Palmares do Sul/RS Porto Alegre/RS

IINIB* IINAB* Valor p IINIB* IINAB* Valor p
Enterococcus faecalis 6,5° 0? p <0,05 0,3 0,3 p>0,05
Escherichia coli 122 120 p> 0,05 O3 0,50bd p <0,05
Salmonella Enteritidis 5,4 4 p>0,05 1,8 2,5 p <0,05
Staphylococcus aureus 11,5¢ 7,84 p < 0,05 0,3 0 p> 0,05

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 2 repetigdes); 0 = nao atividade.
Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Valor p < 0,05 indica diferenga significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Anilise de

Variancia (ANOVA), considerando-se espécies bacterianas e acessos.

Na Tabela 4, estdo dispostos os dados referentes
a presenca e a auséncia de desinibidores/desestressores
bacterianos na atividade antibacteriana de extrato
alcodlico de frutos com sementes dos dois acessos
de hibisco, independentemente dos fatores tempo
de confronta¢do, considerando espécies bacterianas.
Predominantemente os valores de IINIB foram maiores
se relacionados aos valores de IINAB. Sendo assim,
em grande parte dos experimentos os extratos vegetais
apresentaram uma atividade bacteriostatica maior do
que bactericida. Entretanto, no acesso Palmares do Sul,
o valor de IINIB e IINAB de Escherichia coli foi igual, e
0 mesmo ocorreu no acesso Porto Alegre com o valor
de Enterococcus faecalis. Escherichia coli e Salmonella
Enteritidis no acesso Porto Alegre tiveram valores de
IINIB menores que IINAB, ou seja, o extrato alcodlico
dos frutos com sementes, nesses casos, teve uma atividade
bactericida maior do que bacteriostatica.

Os valores arbitrarios de IINIB e IINAB do acesso
Palmares do Sul mostraram-se maiores aos do acesso
Porto Alegre, fato que possivelmente pode ser atribuido
as diferencas locais de clima, de solo, disponibilidade de
fitonutrientes e varietal, influenciando a quantidade da
substancia responsavel pela atividade antibacteriana. Os
maiores valores de IINIB e IINAB para o acesso Palmares
do Sul foram da espécie bacteriana Escherichia coli e, para
o acesso Porto Alegre, Salmonella Enteritidis. Os valores
de IINAB de Enterococcus faecalis (acesso Palmares do
Sul) e Staphylococcus aureus (Porto Alegre) foram zero,
considerando que somente houve bacteriostasia e nao
bactericidia (Tabela 4).

Muitos  trabalhos tém  sido  realizados
envolvendo a atividade antimicrobiana de plantas, mais
especificamente aquelas plantas utilizadas para fins
medicinais®®®. Em se tratando de calices de hibisco
(Hibiscus sabdariffa L.), diversas publicagdes mostram

que essa planta possui compostos antimicrobianos que
inibem o crescimento de micro-organismos'®*'. Porém,
existem poucos estudos como este mostrando a atividade
antimicrobiana de outros componentes vegetais do
hibisco.

A quantidade de polifenois totais e antocianinas
do extrato alcodlico de calices e do extrato alcoodlico
dos frutos com sementes apresentaram diferenca
significativa. O extrato alcodlico de calices apresentou
maior quantidade de antocianinas do que o extrato
alcodlico de frutos com sementes, como pode ser
observado na Tabela 5. Um estudo realizado por Juliani
et al.*? avaliou a atividade antioxidante, os fendis totais
e o conteudo de antocianina com extrato metandlico de
calices de diferentes coloragdes de Hibiscus sabdariffa
L. e constatou que a relagdo entre a cor dos célices
e a quantidade de antocianina nao estda sempre em
conformidade. Entretanto, neste estudo ocorreu o
contrario, onde os frutos com sementes, de coloracao
verde, apresentaram menor quantidade de polifendis
totais e de antocianinas quando comparados aos célices
vermelhos. A alta concentra¢io de antocianinas e de
polifendis totais nos extratos alcodlicos do hibisco
também foi referenciada por outros autores®, quando
relacionaram a alta concentragdo de antocianinas nos
calices do hibisco com uma boa fonte de antioxidantes,
devido a presenca de compostos fendlicos.

Em diversas pesquisas, os fenois e as antocianinas
foram extraidos do calice do hibisco utilizando agua* e
metanol®, e poucos estudos como este foram realizados
utilizando o etanol como solvente®. As extra¢des dos
compostos antimicrobianos e antioxidantes (antocianinas
e polifendis totais) nas diferentes estruturas do hibisco,
neste trabalho, foram realizadas por meio de alcoolatura
etanolica. Mohd-Esa et al.”’ testaram a atividade
antioxidante em diferentes partes do hibisco, comparando
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Tabela 5. Teor de polifendis e antocianinas das diferentes estruturas de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco) confrontado com a atividade antibacte-
riana exercida pelas diferentes estruturas de Hibiscus sabdariffa L. (hibisco), independentemente dos fatores tempo de confrontagio, acesso e
espécie bacteriana de interesse alimentar e da presenca ou da auséncia de desestressores/desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana

de extrato alcodlico de Hibiscus sabdariffa L

Polifendis totai Antociani
Estrutura vegetal (n(l)gl (:j:;sl 0(()) z;ls) (m;cll;:)ll;:s Valor p Atividade antibacteriana*
Calices 162,1 85,9 p <0,05 9,1
Frutos com sementes 114,9 p < 0,05 4,1

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 4 repeti¢des); 0 = nao atividade.

o extrato metandlico com o aquoso e constatando
que o extrato alcodlico, embora metandlico, ofereceu
determinacdo mais realista da atividade antioxidante do
que o extrato obtido por meio de agua destilada. Nessa
mesma pesquisa’’, as sementes tiveram um conteudo de
feno6is maior do que qualquer outra estrutura vegetal do
hibisco, tanto na extragdo feita por metanol quanto por
agua. Esses dados nao estdo de acordo com o encontrado
neste experimento, onde o extrato alcodlico de célices
apresentou uma quantidade maior de polifendis totais
quando comparado ao extrato de frutos com sementes.

Ramos et al.*® avaliaram os fendis em duas formas
de preparo do calice do hibisco, extrato aquoso e etandlico,
e constataram que os valores obtidos foram similares,
mostrando que ambos sio fonte desses constituintes. A
eficacia da acdo antioxidante dos componentes bioativos
depende da estrutura quimica e da concentragio
desses fitoconstituintes, que, por sua vez, é amplamente
influenciado por fatores genéticos, adubagdo e condigoes
ambientais, além do grau de maturacao e variedade da
planta. A nutricdo das plantas é afetada diretamente
pela composicdo do substrato utilizado, pelos niveis de
nutrientes disponiveis e conforme a quantidade de adubo
adicionado®.

Muitos estudos tém demonstrado que os
flavonoides e os compostos polifendlicos extraidos do
vinho tinto, do suco de uva e dos chas podem prevenir
a aterosclerose em hamsters®. Logo, o extrato alcodlico
de calices do hibisco poderia ser utilizado como uma
substancia alternativa atuando na prevengao de algumas
doengas, ja que possui uma expressiva quantidade de
polifendis totais.

Em relagdo ao rendimento médio do acesso
Palmares do Sul, para o extrato alcodlico de calices e
extrato alcodlico de frutos com sementes, foi de 32%;
ja para o acesso Porto Alegre, 27,7% e 30,5% para o
extrato alcodlico de calices e frutos com sementes,
respectivamente. O método de extragdo foi considerado
relativamente bom, uma vez que Fiuza et al.*’, utilizando
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o mesmo método de extracio, obtiveram rendimento de
25,78% no extrato de pitanga (Eugenia uniflora L.).

Analisando a Tabela 5, a atividade antimicrobiana
do extrato alcoolico de calices é maior do que a do extrato
alcodlico dos frutos com sementes, permitindo concluir
que, possivelmente, as antocianinas, nas condigdes deste
experimento, seriam as responsaveis por essa atividade.
Esses resultados confirmam a hipdtese inicial de que
a relagdo entre o teor de antocianinas é diretamente
proporcional a atividade antibacteriana.

CONCLUSAO

Constatou-se que nos dois extratos, quanto
as espécies bacterianas, ocorreu uma maior atividade
bacteriostatica do que bactericida, ou seja, os
valores de IINIB foram superiores aos de IINAB.
Predominantemente, a bactéria mais sensivel foi
Salmonella Enteritidis. Quanto a atividade antibacteriana
dos diferentes acessos, os valores arbitrarios dos extratos
alcodlicos de calices e de frutos com sementes do hibisco
de Palmares do Sul foram superiores quando comparados
aos de Porto Alegre.

A atividade antibacteriana, a quantidade de
polifenois totais e de antocianinas do extrato alcodlico de
célices do hibisco apresentaram valores maiores do que o
extrato alcoolico de frutos com sementes. Sendo assim,
possivelmente existe uma relacio direta entre essas
variaveis em diferentes estruturas vegetais do hibisco.
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RESUMO

Neste estudo, foi determinada a composi¢do quimica de o6leos essenciais obtidos de trés espécies de
plantas medicinais cultivadas na regido Sul do Brasil: Cymbopogon winterianus (citronela), Eucalyptus
paniculata (eucalipto) e Lavandula angustifolia (lavanda), e as atividades antimicrobianas foram avaliadas
frente a 11 espécies de bactérias, incluindo-se espécies de importancia em alimentos e em saude publica.
A composigdo dos dleos essenciais, obtidos por destilagao a vapor, foi determinada por CG/DIC e CG/
EM; a atividade antimicrobiana foi detectada pela técnica de difusdo em disco; a CMI e a CMB foram
determinadas pela metodologia de microdiluigao. Os dleos essenciais de lavanda e citronela apresentaram
monoterpenos oxigenados como componentes majoritarios e, no oleo essencial de eucalipto, os
monoterpenos hidrocarbonados foram os principais constituintes. O ¢6leo essencial de citronela foi o mais
ativo contra a maioria das bactérias testadas, com valores de CMI e CMB, respectivamente, de 0,075 e 0,31
mg/mL para Yersinia enterocolitica. O dleo essencial de lavanda destacou-se pela atividade inibitdria contra
Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, e o 6leo de eucalipto foi ativo contra Pseudomonas aeruginosa.
Este estudo demonstra que os dleos essenciais avaliados apresentam potencial para aplicagdo como agentes
antimicrobianos naturais.

Palavras-chave. dleos volateis, antimicrobianos, produtos naturais, plantas medicinais.

ABSTRACT

The chemical composition of essential oils derived from three medicinal plant species growing in
the South of Brazil: Cymbopogon winterianus (citronella), Eucalyptus paniculata (eucalyptus), and
Lavandula angustifolia (lavender) was determined, and their antimicrobial activities were evaluated
against 11 bacterial species, including those related to foodborne and human pathogens. The essential
oils were obtained by steam distillation, and its chemical composition was analyzed by GC and GC/MS.
Antimicrobial activity was screened by disc-diffusion assay. MIC and MBC of the sensitive strains were
determined by microdilution methodology. The main components of lavender and citronella essential oils
were the oxygenated monoterpenes, and the monoterpene hydrocarbons in eucalyptus oil. Citronella oil
showed the lowest MIC and MBC values on the majority of the tested bacteria, and the MIC and MBC
values against Yersinia enterocolitica were of 0.075 and 0.31 mg/mL, respectively. The lavender oil was
active against Escherichia coli and Salmonella Typhimurium, and the eucalyptus inhibited the growth of
Pseudomonas aeruginosa. This study showed that the evaluated essential oils might be potentially used as
natural antimicrobial agents.

Keywords. volatile oils, antimicrobials, natural products, medicinal plants.
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INTRODUCAO

A vida vegetal tem sido, ao longo das eras de
evolucéo, alimento e remédio para toda a sorte de espécies
animais, das mais primitivas as mais especializadas.
A busca e o uso de plantas com propriedades bioativas
¢ uma pratica multimilenar, atestada em varios
tratados de fitoterapia das grandes civilizagbes ha
muito desaparecidas”. Atualmente, com a emergéncia
de linhagens de bactérias resistentes a maioria dos
antimicrobianos disponiveis, observa-se uma renova¢ao
no interesse pela busca de agentes antimicrobianos
alternativos’. Além disso, o consumidor tem valorizado
cada vez mais a disponibiliza¢do de produtos cosméticos e
alimenticios mais naturais, saudaveis e que possam trazer
algum beneficio a satde. Esses fatores tém contribuido
para aumentar o interesse na pesquisa de produtos
naturais que apresentem atividades bioldgicas tais como
a atividade antimicrobiana*°.

Oleos essenciais sio produtos aromadticos e
volateis derivados do metabolismo secundario de plantas,
formados em células e grupos de células especiais, e
normalmente encontram-se concentrados em uma
determinada regiao, tal como folhas, frutos ou casca®.

Encontram-se, na literatura, varias publicacdes
a respeito da atividade antimicrobiana dos o¢leos
essenciais™. Entretanto, frequentemente verificam-se
diferengas significativas na atividade antimicrobiana
reportada para uma mesma espécie vegetal. Essas
diferencas devem-se, principalmente, as diferentes
localizagbes geograficas, época de coleta, gendtipo e
condi¢cdes climaticas’, sendo, portanto, necessaria a
caracterizacdo da composicio quimica e da atividade
biologica de 6leos essenciais obtidos a partir de plantas
de uma determinada regido.

O género Cymbopogon inclui cerca de 140
espécies e é amplamente distribuido nas regides de
climas semitemperado a tropical em todo o mundo. Duas
espécies principais de citronela sio conhecidas e tém
importancia industrial na drea farmacéutica, cosmética
e de perfumaria: C. nardus (citronela do Ceildo) e C.
winterianus (citronela de Java)®. Dentre suas atividades
bioldgicas, destacam-se a agdo repelente de insetos’,
apresentando atividade contra larvas do mosquito Aedes
aegypti'® e a atividade antimicrobiana'"'2,

As plantas do género Lavandula, pertencentes
a familia Lamiaceae, tém sido utilizadas para uma
variedade de propdsitos cosméticos e terapéuticos. As
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principais espécies de uso medicinal sdo L. angustifolia
(L. officinalis), L. stoechas, L. latifolia e L. x intermedia,
sendo esta ultima um cruzamento estéril entre L. latifolia
e L. angustifolia.O 6leo essencial de lavanda é bastante
utilizado na aromaterapia, com efeitos neuroldgicos
benéficos no alivio dos sintomas de estresse e depressao.
Também sdo relatados efeitos antiespasmodico,
analgésico, pesticida e antimicrobiano®, com atividade
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus
meticilina-resistentes (MRSA)' e atividade antifungica®.
Os constituintes do déleo essencial de uma mesma espécie
de lavanda podem variar consideravelmente dependendo
da cultivar e do método de extragio, e essa variagdo podera
determinar o valor de mercado e as possiveis aplica¢des
do produto®®. Diferengas na composi¢do quimica tornam
alguns 6leos essenciais mais efetivos contra determinadas
espécies de bactérias, direcionando seu uso terapéutico'.

Diversas espécies do género Eucalyptusvém sendo
cultivadas em larga escala em varias partes do mundo.
No Brasil, esse género é encontrado em todas as regides,
sendo conhecidas cerca de 400 espécies, das quais sdo
utilizados desde o caule, para a extragdo da celulose, até
as folhas, que armazenam 6leos essenciais de diferentes
composi¢oes quimicas'. Extratos obtidos a partir das
folhas de eucalipto sdo aprovados para o uso como
aditivos alimentares, sendo também de uso corrente em
formulacdes cosméticas'®. Espécies de eucalipto também
sao utilizadas na medicina popular como antisséptico e
contra infecgdes do trato respiratorio superior, em gripes,
resfriados e congestdo nasal”. Encontra-se, na literatura,
varias publicagdes relativas a atividade antimicrobiana de
espécies de eucalipto'”'®%, entretanto, ndo encontramos
dados acerca dessa atividade para a espécie Eucalyptus
paniculata Smith (Myrtaceae), tema do presente estudo.

Considerando o amplo potencial de aplicagdo dos
oleos essenciais provenientes das espécies mencionadas,
bem como o fato de que uma espécie vegetal pode
apresentar composicdo quimica - e, portanto, também
atividade bioldgica — varidvel conforme a localizagao
geografica, o objetivo deste estudo foi determinar a
composi¢do quimica de 6leos essenciais obtidos de trés
espécies de plantas medicinais cultivadas na regidao Sul
do Brasil: Cymbopogon winterianus (DC) Stapf. (Poaceae)
(citronela), Eucalyptus paniculata Sm. (eucalipto) e
Lavandula angustifolia Mill. (Lamiaceae) (lavanda), e
avaliar sua atividade antimicrobiana frente a 11 espécies
de bactérias, dentre elas espécies de importincia em
alimentos e em saude publica.
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Tabela 1. Espécies vegetais, nimero de registro e partes utilizadas na obtengdo dos 6leos essenciais

Nome comum Nome cientifico Registro” Data de coleta Parte destilada
Citronela Cymbopogon winterianus (DC) Stapf. HVAT 2605 17/02/2010 Folhas

Eucalipto Eucalyptus paniculata Sm. HVAT 2599 15/03/2010 Folhas

Lavanda Lavandula angustifolia Mill. HVAT 2601 29/10/2009 Folhas e sumidades floridas

“Fonte: Herbario do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES (HVAT, Lajeado, RS).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material vegetal foi coletado na cidade de
Concordia (SC) (27° 14’ 02” S 52° 01’ 40” O), no periodo
de novembro de 2009 a margo de 2010. A identificagdo
botanica das espécies foi realizada pelo Dr. A. Jasper
(Univates, RS, Brasil), e as exsicatas (Tabela 1) foram
depositadas no Herbario do Museu de Ciéncias Naturais
do Departamento de Boté4nica e Paleoboténica (Univates).

Oleos essenciais

Os Odleos essenciais foram extraidos a partir das
partes aéreas das plantas pelo processo de destilacdo a
vapor, usando-se um destilador em escala-piloto fabricado
em aco inoxidavel. Inicialmente, cerca de 5 kg do material
vegetal fresco foram acondicionados no sistema de
extra¢do. Entdo, o vapor foi gerado e conduzido por meio
do material vegetal para liberagdao do contetido aromatico.
Ao final, o vapor foi condensado, para render o hidrolato e
o respectivo dleo essencial. O processo foi acompanhado
por 2 horas. O conteido condensado foi reunido e
transferido para funil de separacgdo, onde o 6leo essencial
foi prontamente obtido pela separacdo espontinea das
fases. A fase superior foi coletada em tubo tipo Falcon de
50 mL contendo 0,5 g de Na SO, anidro. A amostra foi
agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada a 2.000
rpm por 10 minutos a 5 °C. O 6leo essencial obtido como
um liquido limpido foi transferido para frasco de vidro
ambar e armazenado sob refrigeragdo a 4 °C.

Analise por cromatografia gasosa (CG/DIC)

As analises foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso Varian CP 3800 (Walnut Creek, CA, USA)
equipado com injetor split/splitless e um amostrador
automatico Varian CP 8100 autoinjector. Nas separagdes
cromatograficas utilizou-se uma coluna capilar de silica
fundida Rtx-5MS (Restek, Bellefonte, IL, USA) com
30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura de filme e fase
estaciondria composta por poli (5% difenil 95% dimetil)
siloxano. Programa de temperatura do forno: 50 °C (2

min.); 220 °C (2 °C/min); 220 °C (3 min.). Temperatura
do injetor: 240 °C. Temperatura do detector (DIC): 240
°C. Gas de arraste: N, fluxo de 1,2 mL/min. As amostras
foram previamente dissolvidas em CH,Cl, (1:100 v/v)
e 1 uL da solugdo resultante foi injetado no modo split
(1:10). Os dados foram adquiridos usando-se o software
Star Chromatography Workstation (Varian). As amostras
de dleos essenciais foram analisadas em triplicata. A
quantificacao foi realizada por normalizagao das areas dos
picos obtidas por integracao eletronica do cromatograma.
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM)

As analises foram realizadas em um cromatografo
gasoso acoplado a espectrometro de massa (Shimadzu
GCMS-QP2010) utilizando-se uma coluna capilar de
silica fundida Rtx-5MS (Restek, Bellefonte, IL, USA) com
30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura de filme e fase
estaciondria composta por poli (5% difenil 95% dimetil)
siloxano. O programa de temperatura foi o mesmo descrito
na secdo anterior, e o gas de arraste utilizado foi o Hélio, a
um fluxo de 1,2 mL/min. Pardmetros de opera¢do do EM:
temperatura da interface: 220 °C; modo de ionizag¢do por
impacto eletronico a 70 eV; faixa de massa: 35-350 m/z (0,5
scan/s). As amostras foram previamente dissolvidas em
CH,CI, (1:100 v/v) e 1 pL da solugdo resultante foi injetado
no modo split (1:10). Os componentes individuais foram
identificados inicialmente por compara¢io dos respectivos
espectros de massas com aqueles disponiveis na base de
dados NIST 05 e por compara¢io dos indices de reten¢do
(IR) relativos uma série homdloga de hidrocarbonetos
alifdticos C_-C, com valores descritos na literatura®'.

Atividade antimicrobiana

Culturas bacterianas

Os Oleos essenciais foram testados frente a 11
espécies de bactérias, sendo 5 espécies Gram-positivas e
6 espécies Gram-negativas, a saber: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 19117,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC
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11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Proteus
vulgaris ATCC 13315, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Yersinia
enterocolitica ATCC 9610.

As cepas foram mantidas a -20 °C nos meios
de cultura apropriados adicionados de 10% de glicerol,
e repicadas a cada 15 dias para tubos inclinados de agar
triptose de soja (TSA), mantidos a 4 °C.

Detec¢do da atividade antimicrobiana - ensaio de disco-
difusdo

A detec¢do de atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais sobre as bactérias testadas foi realizada
por meio do método de disco-difusdo?, com adaptacoes.
As culturas em TSA foram repicadas para agar sangue e
incubadas a 35 °C por 12-18 horas, para verificacdo da
morfologia das coldnias e a pureza da cultura. A partir
dessas placas, tomou-se 3a 5 coloniasisoladas e transferiu-
se para caldo triptose de soja (TSB), incubado a 35 °C por
2 a 6 horas, a fim de obter-se uma cultura em crescimento
ativo. O indculo foi preparado a partir da cultura ativa
de cada espécie bacteriana, diluida em solu¢ao salina
0,9% a uma concentracdo de aproximadamente 10°
UFC/mL, comparavel a solu¢do padrio de McFarland
0,5, verificada espectrofotometricamente a 625 nm. A
suspensdo foi diluida a aproximadamente 10’ UFC/mL,
em solucdo salina, e essa suspensdo foi utilizada para
inocular placas de petri contendo dgar Mueller-Hinton,
utilizando-se swab estéril.

Discos de papel filtro estéreis (9 mm de didmetro
e 250 g/m?) foram impregnados com 25 pL de odleo
essencial puro e depositados sobre as placas inoculadas,
incubadas a 36 °C por 18-24 horas. Discos comerciais de
ampicilina (10 pg/disco) e cloranfenicol (30 pg/disco)
foram utilizados como antibidticos de referéncia.

O diametro da zona de inibi¢do foi medido, em
milimetros, e a inibicdo foi classificada em forte, moderada
ou fraca conforme Carovic-Stanko et al.”?, adaptando-se
os valores ao didmetro dos discos utilizados. O ensaio foi
realizado em quadruplicata e o valor apresentado como a
média (£ desvio padrio).

Determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e
da Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

Os Oleos essenciais foram avaliados quanto a
concentra¢do minima inibitéria (CMI) e Concentracao
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Minima Bactericida (CMB) para as espécies bacterianas
que se mostraram sensiveis no teste de disco-difuséo.
A CMI foi determinada por meio do método de
microdilui¢do®, com modificagdes. O indculo foi
preparado conforme descrito no item anterior.

Os Oleos essenciais foram diluidos em
dimetilsuféxido (DMSO) a concentragao de 100 mg/mL.
A seguir, foram preparadas séries de dilui¢des sucessivas,
na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo Mueller-
Hinton.

Foram adicionados aos pocos das placas de
microdiluicdo 100 pL de cada solugdo diluida e 5
puL da suspensdo bacteriana. Em cada placa, foram
mantidos controles de esterilidade (sem adigdo de
indculo) e controles de crescimento (caldo Mueller-
Hinton adicionado de DMSO e ind6culo). A pureza
das suspensdes de indculo foi verificada por meio da
inoculagao simultanea em agar nao seletivo. As placas
foram incubadas a 36 °C por 18 horas, e o crescimento
microbiano detectado visualmente e confirmado pela
adicdo de 20 pL de solugdo aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubag¢io
adicional de 1 hora, a mesma temperatura. Todos os
ensaios foram realizadas em triplicata, e os resultados
expressos em mg/mL. A CMI foi definida como a menor
concentra¢ao do dleo essencial que inibiu totalmente o
crescimento microbiano®.

A concentracio minima bactericida (CMB) foi
determinada a partir das microplacas utilizadas para a
determinagido da CMI. De cada poco onde ndo ocorreu
crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10 pL) para placas de agar triptona de soja
(TSA). As placas foram incubadas a 36 °C por 24 horas,
e o crescimento de colonias foi verificado. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados,
expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a
menor concentracio de cada 6leo essencial que impediu
totalmente o crescimento microbiano nas placas sem a
presenca do agente antimicrobiano.

Analise estatistica

Os dados referentes a avaliacdo da atividade
antimicrobiana (teste de difusio em disco) foram
submetidos a andlise de variancia (p < 0,05) para cada
espécie de bactéria, e as diferencas entre as médias foram
determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se
o programa Statistica-Statsoft® 7.0.



Silveira SM, Cunha Jr. A, Scheuermann GN, Secchi FL, Verruck S, Krohn M, et al. Composi¢do quimica e atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de
Cymbopogon winterianus (citronela), Eucalyptus paniculata (eucalipto) e Lavandula angustifolia (lavanda). Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(3):471-80.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a composi¢do dos dleos
essenciais avaliados, determinada por cromatografia
gasosa (CG -DIC e CG/EM). Neste estudo, foi possivel
identificar 61 compostos, que representaram de 94,87
a 97,49% da composicido dos dleos volateis. A Tabela
3 apresenta a atividade antimicrobiana dos o6leos
essenciais, avaliada por meio do teste de difusio em

Tabela 2. Composi¢ao quimica dos dleos essenciais avaliados

disco. Os trés oleos essenciais avaliados apresentaram
atividade antimicrobiana, contra diferentes espécies de
bactérias e em diferentes intensidades. A CMI e a CMB
foram determinadas para as espécies bacterianas que
se mostraram sensiveis no teste de difusio em disco.
Conforme pode ser observado na Tabela 4, os valores de
CMI situaram-se entre 0,075 e >10 mg/mL e os de CMB,
entre 0,31 e >10 mg/mL.

C. winterianus  E. paniculata L. angustifolia

a b
Composto RIE (Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)
a-Tujeno 924 - - 0,27
a-Pineno 930 - 55,47 3,24
Canfeno 944 - 0,54 0,91
Sabineno 970 - - 0,39
a-Pineno 972 - - 5,04
1-Octen-3-ol 981 - - 0,31
a-Mirceno 991 - - 0,80
a-Felandreno 1004 - 0,24 -
o-Cimeno 1022 - 11,78 0,49
(+)-Silvestreno 1026 - - 2,39
D-Limoneno 1026 2,89 2,08 -
1,8-Cineol 1028 - 5,61 46,78
a-Terpineno 1056 - 15,84 0,13
Fenchona 1086 - - 7,94
Linalol 1102 0,66 0,18 3,03
Fenchol 1113 - 0,28 2,78
trans-Pinocarveol 1137 - - 0,99
Canfora 1141 - - 13,71
Isopulegol 1144 0,29 - -
trans-Verbenol 1145 - - 0,17
Citronelal 1154 41,80 - -
Pinocarvona 1160 - - 0,51
Borneol 1165 - 0,52 0,53
Terpinen-4-ol 1176 - 0,35 0,38
Criptona 1186 - - 0,38
a-Terpineol 1191 - 0,75 0,87
Mirtenal 1194 - - 0,74
Mirtenol 1197 - - 0,38
Verbenona 1209 - - 0,15
a-Citronelol 1233 10,44 - -
cis-Carveol 1221 - 0,14 -
Neral 1242 0,65 - -
Carvona 1244 - - 0,23
Geraniol 1259 19,63 - -
Geranial 1273 0,75 - -
Acetato de citronelila 1356 2,64 - -
Acetato de a-Terpinila 1249 - 0,17 -
Eugenol 1359 0,80 = =
Acetato de geranila 1387 5,50 - -
a-Cariofileno 1413 - 0,15 0,20
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Tabela 2. Composi¢ao quimica dos dleos essenciais avaliados (continuagdo)
C. winterianus  E. paniculata L. angustifolia

Composto* RIE®

(Citronela) (Eucalipto) (Lavanda)
Aromadendreno 1433 - 0,28 -
a-Bergamoteno 1433 - - 0,23
a-(E)-Farneseno 1457 - - 0,16
Germacreno D 1476 1,25 - -
a-Selineno 1480 - - 0,57
a-Elemeno 1492 - - 0,13
a-Muroleno 1499 0,92 - -
a-Bisaboleno 1507 - - 0,27
a-Cadineno 1520 0,82 - -
a-Elemol 1548 2,48 - -
Germacreno D-4-ol 1572 2,79 - -
Spatulenol 1574 - 0,19 -
Oxido de cariofileno 1577 - - 0,59
Globulol 1587 - 0,12 -
Veridiflorol 1587 - 0,18 -
T-Murolol 1639 0,87 - -
B-Eudesmol 1646 0,34 - 0,18
Oxido de a-Bisabolol A 1651 - - 0,17
a-Cadinol 1652 1,29 - -
a-Bisabolol 1683 - - 1,45
(E,E)-Farnesol 1724 0,21 - -
Total identificado (%) 97,02 94,87 97,49
Monoterpenos hidrocarbonados 2,89 85,95 13,66
Monoterpenos oxigenados 82,36 8,00 79,57
Sesquiterpenos hidrocarbonados 2,99 0,43 1,56
Sesquiterpenos oxigenados 7,98 0,49 2,39
Rendimento (% p/p material fresco) 0,48 0,25 0,19
Matéria seca (%) 24,72 31,42 26,40

*Os compostos estdo listados em ordem de elui¢do da coluna Rtx-5MS
*Indice de reten¢do determinado experimentalmente na coluna Rtx-5MS utilizando-se uma série homdloga de alcanos C,-C,,

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de C. winterianus, E. paniculata e L. angustifolia, detectada através do teste de difusao
em disco (mm)“

Citronela Eucalipto Lavanda . .
i X i . Ampicilina Cloranfenicol
(C.winterianus) (E. paniculata) (L. angustifolia)
S.aureus 33,7+ 1,5° 22,9 +0,5¢ 21,6 + 1,4° 36,4 + 1,8 26,1 +0,5°
E.faecalis 17,7 £ 0,6° 16,0 + 0,6¢ 15,6 + 0,74 27,0 £ 0,4* 23,6 +0,2°
L.monocytogenes 28,0+ 1,6° 21,5+ 1,3¢ 13,2 £0,5¢ 31,1+0,9° 28,4+ 1,0°
B.cereus 50,7 + 2,5* 22,4 +1,2¢ 14,0 + 0,04 12,1 +0,2¢ 27,9 +0,7°
B.subtilis 85,0 + 0,0° 22,5+ 1,1¢ 15,9 + 0,6¢ 31,1 £ 1,8 29,9 +0,5"
Y.enterocolitica 13,9 + 0,64 14,0 + 0,4¢ 19,6 + 1,3¢ 21,7 +0,5° 28,1 £ 0,5*
E.coli 0,0 + 0,0¢ 0,0 + 0,04 15,5 £ 0,8¢ 18,9 + 0,5° 26,1 +0,6*
S.Typhimurium 0,0 + 0,0¢ 0,0 + 0,04 11,7 £ 0,3¢ 27,1 £0,5* 24,4 +0,5°
E.aerogenes 0,0 +0,0° 0,0 £ 0,0° 12,6 £0,2° 0,0 £ 0,0¢ 23,0 +£0,7*
P.vulgaris 18,5 + 0,6¢ 19,6 + 0,5 19,5 + 1,0 21,1 + 1,0 22,4 +0,8*
Paeruginosa 0,0 + 0,0° 11,2 £ 0,3 0,0 + 0,0° 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0

¢ Zona de inibi¢do incluindo o didmetro do disco, de 9 mm. Os dados referem-se a média de quatro replicatas + desvio padrao. Graus de ini-
bigao: fraca: 10-13,9 mm; moderada: 14-18 mm; forte: >18 mm. Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma linha nao sao significante-
mente diferentes (p < 0,05).
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Tabela 4. Concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragao minima bactericida (CMB) dos 6leos essenciais de C. winterianus, E. panicu-

lata e L. angustifolia (mg/mL)® ¢

Citronela Eucalipto Lavanda
(C.winterianus) (E. paniculata) (L. angustifolia)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S.aureus 0,62 2,5 1,25 >10 1,25 5,0
E.faecalis 0,075 5,0 0,075 >10 0,075 >10
L.monocytogenes 0,62 2,5 1,25 >10 1,25 5,0
B.cereus 0,075 2,5 1,25 >10 0,62 255
B.subtilis 0,075 1,25 1,25 >10 1,25 2,5
Y.enterocolitica 0,075 0,31 0,075 >10 0,075 2,5
E.coli NA? NA NA NA 2,5 2,5
S. Typhimurium NA NA NA NA 1,25 >10
E.aerogenes NA NA NA NA >10 >10
Pvulgaris 0,31 1,25 0,62 2,5 0,62 1,25
P. aeruginosa NA NA 2,5 5,0 NA NA

Qs testes foram realizados em triplicata, e os resultados referem-se aos valores modais.
"NA: nio aplicével, devido a ndo-detec¢do de atividade antimicrobiana no teste prévio de difusdo em disco.
“Em todos os ensaios, foram mantidos controles de esterilidade (sem adicdo de indculo) e controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton

adicionado de DMSO e indculo).

O dleo essencial de citronela apresentou, no
ensaio de difusdo em disco (Tabela 3), as maiores zonas
de inibicdo observadas para as espécies Gram-positivas
S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus e B. subtilis, sendo
a atividade contra S. aureus equivalente a da ampicilina
(p<0,05).

Para L. monocytogenes, importante patdgeno
alimentar, a atividade antibacteriana do O6leo essencial
de citronela foi equivalente ao cloranfenicol (p < 0,05) e
semelhante & ampicilina. Esse dleo essencial apresentou
ainda excepcional atividade contra as espécies de Bacillus
testadas, com zonas de inibicdo significantemente
superiores aos antibioticos de referéncia utilizados. A
forte atividade apresentada no ensaio de difusiao em disco
foi confirmada no ensaio de microdilui¢do (Tabela 4), em
que o Oleo essencial de citronela apresentou as maiores
atividades (menores valores de CMI e CMB) frente as
bactérias Gram-positivas testadas. De acordo com Holetz
et al.*® e Ayres et al.”, valores de CMI inferiores a 100
pug/mL (0,1 mg/mL) representam uma boa atividade
antimicrobiana; valores situados entre 100 e 500 pg/mL
(0,1-0,5 mg/mL) indicam atividade moderada; e valores
entre 500 a 100 pg/mL (0,5-1,0 mg/mL) equivalem a
uma fraca atividade antimicrobiana. Considerando-se
essa faixa de classificacdo, o dleo essencial de citronela
apresentou, nos ensaios de microdilui¢do, uma boa
atividade contra E. faecalis, B. cereus, B. subtilis e Y.
enterocolitica, e ainda atividade moderada contra P
vulgaris.

Os resultados do presente estudo concordam
em parte com aqueles apresentados por Scherer et al.?,
que, avaliando a atividade antimicrobiana de um o6leo
essencial de citronela de composi¢ao quimica majoritaria
semelhante a do presente estudo, encontraram valores
de CMI para S. aureus na faixa de 0,600 a 0,800 mg/mL,
compativel com o valor encontrado no presente trabalho.
Por outro lado, diferentemente dos autores citados, nao
detectamos atividade inibitéria do dleo de citronela
contra E.coli e S. Thyphimurium. Em outro trabalho,
Duarte et al."* também verificaram atividade inibitoria
do 6leo essencial de citronela contra diversos sorotipos
de E. coli, porém ndo apresentam a composicdo quimica
do 6leo em questdo, o que dificulta a comparagido dos
resultados obtidos. Tipicamente, e também no presente
estudo, o composto majoritario (41,8%) desse Odleo
essencial, citronelal, apresenta atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
conforme reportado por Kim et al.”’.

A dificuldade em comparar os resultados obtidos
por varios autores é frequentemente mencionada®, e
é um problema real enfrentado no estudo da atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais e produtos derivados
de plantas em geral, uma vez que existem inimeras
variagdes nas metodologias utilizadas, desde o método
de preparacio do indculo, passando pelo método de
inoculagao propriamente dito, a forma de aplicagao do
6leo essencial, puro ou diluido - e, se diluido, o solvente
utilizado, até o volume depositado nos discos, o didmetro
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dos discos e a gramatura do papel, no caso de testes
de difusao em disco. Além disso, conforme apontam
Cavanagh e Wilkinson", tanto o método de difusdo
quanto o de dilui¢do foram desenvolvidos e otimizados
para testes de susceptibilidade a antibacterianos de
natureza hidrofilica, e os Oleos essenciais sio misturas
complexas de substancias volateis e insoltveis em agua.
Assim, ainda segundo os autores citados, ha a necessidade
da padronizacio de um método robusto e reprodutivel
para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de éleos
essenciais, para que os resultados obtidos por diferentes
autores sejam passiveis de comparacao.

O oleo essencial de eucalipto apresentou, no
ensaio de difusdo em disco, atividade forte a moderada
contra todas as bactérias Gram-positivas testadas. Dentre
as espécies Gram-negativas, apresentou atividade contra
Y. enterocolitica, P. vulgaris e P. aeruginosa, destacando-se
pela inibigao desta ultima espécie, um micro-organismo
que reconhecidamente apresenta resisténcia a muitos
agentes antimicrobianos e desinfetantes®.

Considerando-se ~ os  valores de CMI
determinados, e a mesma classificacio de niveis de
atividade utilizada para o 6leo essencial de citronela, o
oleo essencial de eucalipto apresentou boa inibigdo de
E. faecalis e Y. enterocolitica e uma fraca inibigao de P
vulgaris. No presente estudo, os valores de CMI e CMB
indicam que a utilizacdo do dleo essencial da espécie de
eucalipto E. paniculata, nas concentragoes de 0,25% e
0,5%, resulta em atividade bacteriostatica e bactericida,
respectivamente, contra P. aeruginosa. Se por um lado
esses valores indicam uma fraca atividade antimicrobiana
em termos de terapéutica anti-infecciosa, por outro lado
a aplicagdo desse Oleo essencial pode vir a ser ttil na
desinfeccdo de ambientes e utensilios, por exemplo. A
atividade antibacteriana desse 6leo essencial pode ser
explicada pela presenca, entre outros constituintes, do
composto majoritario a-pineno (55,47%), que apresenta
comprovada atividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas®.

Os resultados do presente estudo concordam
com os dados reportados por Estanislau et al.'’, que,
avaliando a atividade antimicrobiana de cinco espécies
de Eucalipto cultivadas em Goias (E. cloenziana, E.
citriodora, E. grandis, E. microcorys e E. saligna) pelo
método de difusao em disco, observaram zonas de
inibicdo de S. aureus ATCC 6538 variando de 8 a 20 mm
e de E. coli ATCC 8739 desde 0 (inativo) até 20 mm,
conforme a espécie de eucalipto considerada. Gilles et
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al.'® avaliaram a atividade antimicrobiana de outras trés
espécies de eucalipto (E. dives, E. olida e E. staigeriana),
e também verificaram diferentes perfis de inibi¢ao
conforme a espécie vegetal em questdo. As mesmas cepas
ATCC de S. aureus e P. aeruginosa avaliadas no presente
trabalho e E. faecalis ATCC 19433 apresentaram zonas
de inibi¢ao variando de 25 a >90 mm, de 0 a 9,1 mm e
de 9,1 a 20,3 mm, respectivamente, comparaveis aos
resultados obtidos no presente estudo. Entretanto, nao
foram reportados, até o momento, dados referentes a
atividade antimicrobiana da espécie E. paniculata. Dessa
forma, os resultados do presente estudo contribuem para
o conhecimento da composi¢do quimica, bem como da
atividade antimicrobiana do dleo essencial dessa espécie
vegetal, presente na regido Sul do Brasil.

O dleo essencial de lavanda apresentou o maior
espectro deagao dentre os 6leos essenciais avaliados, tendo
sido detectada, no ensaio de difusdo em disco, atividade
antimicrobiana contra todos os micro-organismos
testados, com excecdo de P. aeruginosa. Entre os trés dleos
essenciais estudados, foi o unico a apresentar atividade
inibitdria para E. coli, S. Typhimurium e E. aerogenes. No
ensaio de difusdao em disco, esse 6leo essencial apresentou
forte atividade contra S. aureus, Y. enterocolitica e P,
vulgaris, atividade moderada contra E. faecalis, B. cereus,
B. subtilis e E. coli e ainda uma fraca atividade inibitéria
frente a L. monocytogenes, S. Typhimurium e E. aerogenes.
A determina¢do dos valores de CMI demonstrou boa
atividade inibitéria de E. faecalis e Y. enterocolitica e
uma fraca inibigao de B. cereus e P. vulgaris, adotando-
se 0 mesmo critério de graduagdo da atividade inibitdria
utilizado para os demais 6leos essenciais avaliados. O
principal constituinte identificado nesse éleo essencial foi
o 1,8-cineol (46,78%), previamente reportado® como o
composto majoritario (65,4%) do dleo essencial obtido a
partir das folhas dessa espécie de lavanda. Esse composto
demonstrou ser ativo quando testado contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, conforme reportado
por Sokovic et al’** e van Vuuren e Viljoen*.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo
semelhantes aos reportados por Alexopoulos et al.*
para a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
L. angustifolia sobre 24 isolados clinicos de S. aureus
(zona média de inibicdo de 16 mm e CMI equivalente
a aproximadamente 1,0 mg/mL). Azar et al.* reportam
a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de L.
angustifolia obtidos por diferentes métodos de extragao.
O Oleo essencial obtido por hidrodestilacdo apresentou
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valores de CMI (determinados por meio do método de
diluigdo em dgar) para B. subtilis ATCC 6633 e E. coli
ATCC 8739 iguais a 0,5 e 1,0 mg/mL, respectivamente,
demonstrando maior atividade do que a verificada no
presente trabalho. Contudo, quando se busca comparar
resultados obtidos por diferentes autores, é necessario
considerar as variagdes existentes entre as metodologias e
cepas empregadas. Além disso, embora se trate da mesma
espécie vegetal, a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais
apresenta diferencas, o que refor¢a a necessidade de se
caracterizar os Oleos essenciais provenientes de uma
determinada regiao.

Diversos mecanismos tém sido propostos
para explicar a atividade antimicrobiana dos o6leos
essenciais. De modo geral, entende-se que a inibigdo
do crescimento microbiano pelos dleos essenciais seja
devida ao dano causado a integridade da membrana
celular pelos componentes lipofilicos do dleo essencial,
o que acaba por afetar a manuten¢do do pH celular e o
equilibrio de ions inorganicos”. Cox et al.*® avaliaram o
mecanismo de atividade antimicrobiana do éleo essencial
de Melaleuca alternifolia, constituido na sua maior parte
por monoterpenos ciclicos, sobre E. coli, Staphylococcus
aureus e Candida albicans. Os autores constataram que o0s
efeitos inibitorios do 6leo essencial sdo consistentes com a
parti¢do dos constituintes monoterpénicos na membrana
celular, e que o dano causado a membrana produz
diferentes efeitos em diferentes micro-organismos.
Oyedemi et al.*’ reportam ainda a perda de conteudo
celular, como lipidios e proteinas, como efeitos de alguns
componentes de 6leos essenciais sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

De acordo com Rahman e Kang?, o risco de que
micro-organismos patogénicos venham a desenvolver
resisténcia aos 6leos essenciais é muito baixo, uma vez
que esses produtos contém uma mistura de substincias
antimicrobianas, que atuam por meio de diversos
mecanismos. Essa ¢ uma caracteristica vantajosa dos
6leos essenciais sobre outros agentes antimicrobianos,
que pode trazer beneficios nas diversas areas passiveis de
aplicagio.

Em conclusio, com relagdo as bactérias Gram-
positivas testadas, a atividade antibacteriana dos
Oleos essenciais avaliados, em ordem decrescente,
apresentou-se da seguinte forma: citronela > lavanda
> eucalipto. Ja para as espécies Gram-negativas, a
atividade inibitéria dos Oleos essenciais pode ser
classificada na seguinte ordem: lavanda > eucalipto >

citronela. Além disso, na escolha de um o6leo essencial
para uma determinada aplicagdo, é importante que
seja levado em consideragio o micro-organismo
de interesse, uma vez que a atividade inibitdria foi
diferente entre as espécies de um mesmo grupo.
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ABSTRACT

Microfiltration of milk reduces its microbial load providing a longer shelflife and preserving its nutritional
and sensory characteristics. The present study compared the effect of the microfiltration treatment and
of the milk pasteurization regarding the sensory acceptability by consumers aged from 7 to 70 years
using a 7-point hedonic scale. The obtained results were evaluated by variance analysis and Duncan’s
test. Microbiological, acidity, instrumental color and heat treatment extent analyses were also performed.
Microfiltered milk showed a higher microbial counting reduction and lower acidity; and lesser change in
color coordinates was found when compared to pasteurized milk, indicating the lack of reactions caused
by heating. In the sensory acceptability, two groups were formed (p > 0.05) for microfiltered milk, being
a group consisted of children, adolescents and elderly, who rated the highest sensory scores, and the
second one formed by adults. Comparing the two kinds of milk, pasteurized and microfiltered samples, no
difference in the acceptation was found only in the group constituted by children. These findings highlight
5 the importance in assessing the sensory quality of milk, seeing that the sensory perception is linked with
the consumer purchase choice.

Keywords. shelf life, age groups, microfiltration, pasteurization.

RESUMO

A microfiltragdo do leite reduz a carga microbiana e proporciona maior vida util e preservacdo de
suas caracteristicas nutricionais e sensoriais. O presente estudo comparou o efeito dos tratamentos de
microfiltragdo e de pasteurizacdo de leite quanto a aceitabilidade sensorial pelos consumidores com
idade entre 7 e 70 anos, utilizando-se a escala heddnica de 7 pontos. Os resultados foram avaliados pela
analise de varidncia e teste de Duncan. Analises microbioldgicas, acidez, cor instrumental e extensdo
do tratamento térmico também foram realizadas. O leite microfiltrado apresentou maior redugdo na
contagem microbiana, menor acidez e também menor mudanca nas coordenadas de cor em comparagéo
ao leite pasteurizado, indicando-se a auséncia de reagdes causadas pelo calor. Na aceitabilidade sensorial,
verificou-se a formacéo de dois grupos diferentes (p > 0,05) em relagdo ao leite microfiltrado: um grupo
constituido pelas criangas, adolescentes e idosos, 0s quais apresentaram maiores escores sensoriais, e outro
formado pelos adultos. Na comparagdo dos dois tipos de leite, somente o grupo constituido pelas criangas
ndo demonstrou diferenga entre o leite pasteurizado e o leite microfiltrado quanto a aceitagdo. Esses dados
ressaltam a importancia do estudo da qualidade sensorial do leite, porque a percepgdo sensorial esta
associada a escolha de compra pelo consumidor.

Palavras-chave. vida de prateleira, faixa etaria, microfiltracao, pasteurizacao.
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INTRODUCTION

Milk is a biological fluid rich in proteins, fat and
minerals making it a high nutritional food source and
also a substrate for microbial growth'. Therefore, milk
for human consumption requires proper treatment for
microbial reduction to prevent public health problems.
Heat treatment has been used for milk preservation
since the beginning of industrialization of this beverage®.
However, there is a slight loss of nutritional value as a
result of this treatment due to protein denaturation
and destruction of other sensitive components, such
as vitamins and minerals’. According to Gandy et al.?,
drastic heat treatments also cause the loss of sensory
quality of milk with the development of tastes, such as a
cooked and oxidized flavor, and odors, such as a cooked
smell.

The processing of liquid milk by the dairy industry
has evolved to apply more drastic heat treatments, such as
ultra pasteurization and sterilization, with the objective
of extending milk shelf life making it more competitive
on the market*. In recent years, however, the road to
competitiveness is no longer the same because consumers
have demanded healthier and more natural foods®.

Microfiltration technology arose in response
to industry needs to adapt to the demands of modern
consumers and to survive on the market because the
microfiltration process allows to obtain milk with a low
microbial load, which preserves its natural constituents,
thus, offering a product with an extended shelf life and
preserved sensory and nutritional characteristics’.

On the other hand, many consumers are resistant
to new technologies due to traditional eating habits
and lack of knowledge regarding the unconventional
conservation methods, which can cause difficulties for
the use of microfiltration in the non-thermal treatment
of milk®. Moreover, according to Chapman and Boor?,
children and adults behave differently in relation to food
making it important to evaluate the sensory acceptability
of consumers from different age groups.

In this context, the objective of the present study
was to evaluate the effect of thermal (pasteurization) and
non-thermal (microfiltration) treatment on drinking milk
by considering the physicochemical and microbiological
quality of the milk and the influence of the treatments on
sensory acceptance of the milk by consumers of different
ages.

482

MATERIAL AND METHODS

Samples

The experimentwas conducted inamicrofiltration
pilot scale plant (Tetra Pak Filtration Systems, France)
that contained a Sterilox ceramic membrane system
with a pore size of 0.8 um, surface area of 0.24 m?, flow
of 120 L.h" liters per hour and a concentration factor of
20:1. Raw milk was skimmed at 30 °C (0.4 + 0.1% fat;
w/w) and heated to 50 °C before being subjected to the
microfiltration process as recommended by Carvalho
and Maubois’. The permeate from the microfiltration
process (microfiltered milk) was supplemented with
cream previously treated at 80 °C for 15 min’ and then
homogenized. Milk with the standardized fat content of
3.1 £ 0.1% (w/w) was immediately stored and cooled to
a temperature of 4 = 1 °C. Figure 1 shows a flowchart of
standardized microfiltered milk production.

Raw milk Heat treatment
B — . 50 °C
Microfiltration N Fat content and
(0.8 um) microorganism
Microfiltered milk
Pasteurized l
Cream (30% fat) Homogeneization

Y

Standardized microfiltered
milk (3% fat)

Bottle

A

Refrigeration and
Armazenation (4 + 1 °C)

Figure 1. Flow diagram of the acquisition of standardized
microfiltered milk
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At the same time, a batch of standard milk with
3.0 £ 0.2% (w/w) fat was pasteurized at 72 °C for 15 s in
a plate heat exchanger (BrasHolanda, Pinhais, Brazil) at
the Dairy School of the Department of Food Technology
at Federal University of Vicosa in Brazil.

Microbiological evaluations

Milk samples were collected at the end of the
microfiltration process in previously sterilized 200-mL
bottles, and the samples were immediately analyzed. The
same conditions were applied to the pasteurized milk,
pasteurized cream and raw milk samples. Samples were
analyzed by enumerated counts of mesophilic aerobes,
total coliforms and thermotolerant coliforms using
Petrifilm according to methodology recommended by
the American Public Health Association'®. All analyses
were performed in duplicate.

Enzyme indicators of thermal treatment

The extent of heat treatment in milk was evaluated
by considering the enzyme activity of phosphatase and
peroxidase. The detection of peroxidase was performed
using an alcoholic solution of guaiacol and alkaline
phosphatase using a kit from Labtest Diagnostica (SA)
according to the Official Physical-Chemical Analytical
Methods for Control of Milk and Dairy Products'’.

Acidity analysis

The determination of acidity of microfiltered and
pasteurised milk (expressed as g lactic acid/100 g of milk)
was performed according to the AOAC'? and the Official
Physical-Chemical Analytical Methods for Control of
Milk and Dairy Products''.

Analysis of color

Color parameters were determined using the
Konica Minolta Color Reader CR-10, which performed
measurements in an 8-mm reading area. The equipment
possessed the following specifications: illuminant CIE
D65 (natural daylight) placed at an angle of 8° and CIE
10° standard observer. The Commission Internationale de
I'Eclairage (CIELAB) system was used with the following
parameters: L* (luminosity; black = 0 to white = 100),
a* (-a represents green, -60; and +a represents red, +60)
and b* (-b represents blue, -60; and +b represents yellow,
+60). Readings were performed in triplicate.

Sensory evaluation

Consumers

The group of consumers that participated in
sensory tests consisted of volunteers of different ages,
which was divided into the following four subgroups
with 100 consumers per group: children (group 1);
adolescents (group 2); adults (group 3); and the elderly
(group 4).

To obtain a more detailed profile of the
consumers under study, a questionnaire was proposed
to volunteers providing information on their educational
level (schooling), family income, frequency of milk
consumption, forms of milk consumption, knowledge
on the concept of “milk microfiltration” and nutritional
importance of milk. The data used from the groups
represented by children and the elderly (group 1 and 4,
respectively) only encompassed their education level and
whether they liked milk.

Data collected via the questionnaire was used
to establish a profile of consumers participating in the
sensory test using descriptive statistical analysis.

Sensory acceptability

The acceptance test was performed in different
locations as a function of the particularities of each
group. For the groups 1 and 2 (7 to 10 year old children
and adolescents 11 to 16 years old, respectively), the test
was conducted in public schools. For group 3 (adults 17
to 55 years old), the evaluations were performed in the
sensory analysis laboratory at the Federal University of
Vigosa. For group 4 (elderly 56 to 70 years old), the test
was conducted at the center for elderly recreation at the
Federal University of Vigosa. Although the test locations
were different, the following environmental conditions
were controlled: pasteurized and microfiltered milk
samples were properly coded; the content volume (mL)
provided was standardized; and the temperature was
controlled at 4 + 1 °C.

Becausethe number of participantsrecommended
in the literature'>' for effective tests varies according to
the test site (30 consumers in the laboratory and 100
consumers in a central location), a total of 100 consumers
per group was standardized.

Because people of different age groups participated
in the analysis, different types of hedonic scales were used
to meet the peculiarities of each group. Thus, for the groups
represented by children (7-10 years old), a facial scale

483



Silva RCSN, Vasconcelos CM, Suda JY, Minim VPR, Pires ACS, Carvalho AF. Acceptance of microfiltered milk by consumers aged from 7 to 70

years. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2012; 71(3):481-7.

with seven points was used>'>'*". For the other groups, a
nominal scale with seven points was used".

The acceptance data of microfiltered and
pasteurized milk were evaluated by analysis of variance
(F-test) for each group. Sensory acceptability of
microfiltered milk was also evaluated by comparing
the groups together to determine which age group had
the greatest acceptance of milk without heat treatment
(microfiltered) by F-test and a means test (Duncan’s test).

RESULTS AND DISCUSSION

Microbiological Analyses

Table 1 shows the counts of total coliforms,
thermotolerant coliforms and mesophilic aerobic
microorganisms present in pasteurized and microfiltered
milk.

Raw milk showed counts of mesophilic aerobes
and total coliforms higher than the maximum limit set
by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply'®
suggesting that the raw material used in the experiment
was of low quality. On the other hand, the microfiltration
process was quite efficient because it removed all forms of
vegetative life present in raw milk to undetectable levels,
which did not occur with the pasteurization process.

Contamination of the standard microfiltered
milk may have been due to the addition of cream, which
contributed to a low microbial load in the microfiltered
milk. However, this contamination was acceptable because
the quantity of microorganisms found in the standardized
microfiltered milk was lower than that permitted by
Instruction No. 51 of the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply'® for pasteurized milk. Even with the
addition of cream to the microfiltered milk, the count of
mesophilic aerobes was still lower than that of pasteurized
milk indicating its greater efficiency in milk processing.

Lawrence et al.” affirmed that microfiltration
may be used for the separation of microorganisms from
the milk because it can reduce the use of high thermal
treatment to avoid denaturation of milk proteins.

However, this reduction is dependent on the initial
microbial load found in raw milk?s.

Enzyme indicators of thermal treatment

During the pasteurization treatment, various milk
enzymes are inactivated, and enzyme inactivation assays,
such as the alkaline phosphatase test, have been used for
years to verify the adequacy of milk pasteurization’.

The alkaline phosphatase test showed a positive
result for microfiltered milk indicating that this processing
technique did not inactivate the enzyme, which occurs
with thermal treatment. With respect to pasteurized milk,
the test showed a negative result indicating that the milk
received appropriate heat treatment. Although alkaline
phosphatase was not inactivated in the microfiltration
treatment, microbiological analysis showed the superior
quality of this milk compared to pasteurized milk.

Peroxidase is not destroyed by slow or fast
pasteurization, but it is destroyed by high temperatures.
Thisenzymeexertsaninhibitoryactiononmicroorganisms
due to the oxidation of protein sulphhydryl groups
essential for its metabolism. Peroxidase is used as an
indicator of intense heat treatment applied to milk".
The peroxidase test showed positive results for both the
microfiltered and pasteurized milk indicating that there
was no abuse of heat treatment in processing the milk.

Milk Acidity

According to Brazilian legislation's, milk
naturally has a certain acidity at the time at which it
is obtained ranging from 0.14 to 0.18 g lactic acid per
100 mL of milk. Legislation considers milk to be sour
when presenting acidity greater than 0.18% (w/v), which
may result from milk acidification by microorganisms
multiplying within the product itself that metabolize
lactose and produce lactic acid. In the present study both
the microfiltered and pasteurized milk had acidity values
within those permitted by legislation with acidity values
of 0.16 and 0.18% for microfiltered and pasteurized milk,
respectively.

Table 1. Count of mesophilic aerobic, total and thermo- tolerant coliforms in samples of raw, pasteurized and microfiltered milk, pasteurized

cream and standardized microfiltered milk

Samples Total coliforms (CFU.mL?) Thermo-tolerant coliform (CFU.mL"')  Mesophilics (CFU.mL™")
Raw milk 2.4 % 10° <1x10' 2.9 x 10°
Pasteurized milk <1x10! <1x10! 1.8 x 10°
Microfiltered milk <1x10 <1x10! <1x10'
Pasteurized cream <1x10! <1x10! 1.3 x 10?
Standardized microfiltered milk <1x10! <1x10! 4.0 x 10°
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Table 2. Color coordinates L*, a*and b* for the microfiltered and pasteurized milks

Samples L* a* b*
Standardized microfiltered milk 67.9+0.2 -1.1+£0.1 5.1+0.1
Pasteurized milk 76.5+ 0.1 1.4+0.1 12.6 + 0.1

Instrumental evaluation of color

Color is one of the most important attributes
of acceptability and quality of food products®. Table
2 shows the values for the L* a* and b* parameters of
microfiltered and pasteurized milk.

Both microfiltered and pasteurized milk may be
considered clear because the L* values were greater than
50 (L* > 50)*, and the pasteurized milk had a higher
luminosity than microfiltered milk.

For pasteurized milk, a* and b* values were
positive indicating that they were in the red and yellow
regions. Padilha et al.*> reported that the combination of
positive a* and b* values result in a brown color. Jing and
Kitts* and Dattatreya and Rankin** affirmed that factors,
such as reducing sugar, moisture, structure of particles
contained in food, temperature and pH, involved in the
processing of milk or dairy derivatives contribute to the
Maillard reaction, thereby generating changes in color.
Additionally, Chevalier et al.”” reported that the Maillard
reaction may occur in the less extreme processing
steps, i.e., an intense chemical catalyst is not necessarily
required for reactions to occur.

According to Dattatreya and Rankin*, the highest
b* values obtained for pasteurised milk are related to the
intermediate phase of the Maillard reaction where there
is an increased production of yellow compounds.

The a* values obtained for microfiltered milk
in the present study indicated that it was greener than
pasteurized milk because no interference of reactions
between milk components occurred due to heat treatment
in pasteurized milk.

Sensory evaluation

Consumers

The socioeconomic and cultural profile of
consumers who participated in the sensory analysis
representing the age group from 17 to 55 years (group 3)
consisted of people who were heterogeneous in terms of
socioeconomic and social variables. It was represented by
a majority with a higher level of education (incomplete
higher education 81.6%) and intermediate socioeconomic
level (US$ 302 to US$ 2718 per mouth 76%).

The frequency of milk consumption varied widely
in this group, with 60.5% of the consumers drinking milk
more than 5 times a week, which may be the result of
a wide range of consumer ages comprising this group
(17 to 55 years old). According to the Milk Industry
Foundation®, milk consumption is in an inverse relation
to the age of the consumers.

Regarding the type of milk consumed, there was
a greater consumption of ultra high temperature (UHT
56.7%) milk followed by milk with a smoother heat
treatment (pasteurized: HSTS - high temperature short
time 35.6%). The form of milk consumption was often
based on the addition of other ingredients (especially
powdered chocolate 55.1% and coffee 27.5%) with only
a small percentage of consumers (8.2%) with a habit of
drinking plain milk. These results were consistent with
the findings reported by Sampaio and Da Silva*” when
evaluating the milk consumption habits of the Brazilian
population. Sampaio and Da Silva* found that only 2%
of surveyed consumers drink plain milk, and they also
reported that 52% of the surveyed consumers drink milk
with chocolate powder and that 41% add milk to coffee.

When the term “microfiltered milk” was
mentioned to consumers, explaining the process and its
nutritional influence, most of than approximately 70.7%,
had an understanding with respect to application of the
milk microfiltration process and its implication on health.
This result may be due to the significant percentage (62%)
of consumers who had attended college.

Acceptability among different age groups

Table 3 shows the average acceptance of
microfiltered and pasteurized milk for consumers of
differentage groups. The group represented by children (7-
10 years old) was the only group that did not discriminate
the samples with respect to acceptance, by F-test (p >
0.05). According to Kimmel et al.?%, children are eager to
please adults reflecting the inclination to confirmatory
or socially desirable responses. Other difficulties that
may be encountered in research with young children
include their shorter attention span and the fact that their
cognitive abilities are not yet fully developed, which may
result in extreme or random results'>2%303132,
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On the other hand, adolescents (11 to 16
years) were able to discriminate the microfiltered and
pasteurized milk samples (p < 0.05) assigning scores
between the hedonic terms “like” and “liked very
much’, in the seven points scales, for the two samples,
with a significant preference for the microfiltered milk.
According to Gandy et al.* and Chapman and Boor?,
heat treatment causes a strong cooked flavor in milk that
is unfavorable with regard to sensory acceptability of
consumers in this age group.

The adult group (17-55 years old) indicated that
they did not like microfiltered milk assigning scores
between the terms “disliked” and “indifferent”. In relation
to pasteurized milk, the consumer group studied showed
slight product acceptance by assigning scores between
the terms of “indifferent” and “liked”. The low sensory
acceptability of the assessed milk types may be attributed
to consumers not having a habit of drinking plain milk.

For the elderly group, sensory acceptability of
the two milk types (microfiltered and pasteurized) was
satisfactory with a significant preference for pasteurized
milk reflecting the habitual consumption of this beverage.
According to Chapman and Boor?, this preference is due
to the accentuated cooked taste of heat-treated milk
reflecting the preference of pasteurized milk among
older consumers.

Table 3 also presents a comparison of the
acceptance of microfiltered milk among different age
groups. The groups represented by children, adolescents
and elderly showed no significant difference (p > 0.05) in
relation to sensory acceptability. Moreover, the group of
adults (17 to 55 years old) showed significant difference
(p < 0.05) in relation to sensory acceptability indicating
lower acceptance of the microfiltered milk.

Table 3. Sensory acceptance of microfiltered and pasteurized milk in
different age groups

Consumers Microfiltered milk  Pasteurized milk
Children 5.7%4 5.9
Adolescents 5.8%4 5.1°
Young adults and Adults 3.6" 4.7
Elderly 5.8 6.1°

Lowercase letters in the lines indicate significant difference (p < 0.05),
by test E. Capital letters in the column indicate significant difference
(p < 0.05), by test of Duncan

These results indicated a potential market for
the microfiltered milk because most consumers (75%)
demonstrated good acceptance for this milk. The sensory
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unacceptability of microfiltered milk of the adult group
may be due to the habit of adults of not consuming plain
milk normally, which was the condition of the sensory
test.

CONCLUSION

The application of microfiltration membrane
technology allows the food industry to use a new tool
capable of improving the microbiological quality of
dairy products. In the present study, microfiltration
was more effective than pasteurization in reducing the
microbial load present in raw milk, which may result
in a longer shelf life of products originating from such
milk. The evaluated physicochemical parameters also
presented values in accordance to Brazilian legislation
for pasteurized milk.

Regarding acceptance, it was clear that both
the microfiltered and pasteurized milk showed good
acceptance with the exception of consumers between
17 and 55 years suggesting a large potential market for
microfiltered milk. However because consumers are
accustomed to the taste of cooked milk, the revival of an
appreciation for the taste of raw milk is needed, which
would allow greater acceptance and use of this milk for
consumption or as an ingredient in various products.
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RESUMO

A linhaga é um ingrediente muito utilizado em produtos alimenticios como pdes, biscoitos e massas
em geral, em funcido de seus componentes benéficos. Neste trabalho, foram desenvolvidas formula¢des
de massas de pizzas enriquecidas com farinha de trigo integral e linhaga. Verificou-se a aceitabilidade
sensorial entre adolescentes e a composi¢ao fisico-quimica da formula¢ao padrdo e mais aceita contendo
linhaga. Foram elaboradas cinco massas de pizzas salgadas, sendo uma formulagdo padrdo (FP) e as
demais, contendo diferentes propor¢des de farinha linhacga: 2,5% (F1), 5,0% (F2), 7,5% (F3) e 10,0% (F4).
Nao houve diferenca significativa entre as amostras para os atributos aparéncia, aroma e sabor e, em geral,
verificou-se que as formulagdes FP e F2 apresentaram maiores notas de aceitabilidade geral do que F3, sem
diferenca nas demais. As massas FP e F4 apresentaram maior intengdo de compra do que F3 (p < 0,05). A
adigdo de linhaca as formulagées proporcionou maior teor de proteinas, lipidios e fibra bruta (p < 0,05).
Houve viabilidade da adi¢ao de farinha de trigo integral e linhaga nas formula¢des de massas de pizzas,
uma vez que os resultados foram satisfatorios e bem aceitos pelos consumidores, e que representam uma
op¢do mais nutritiva e saborosa para a alimenta¢ao dos adolescentes.

Palavras-chave. pizza, linhaga, alimento funcional, fibra alimentar.

ABSTRACT

Flaxseed is an ingredient widely used in food products such as breads, biscuits and pasta in general,
due to its beneficial components. The objective of this study was to develop pizza dough enriched with
whole wheat and flaxseed flours, and to assess its sensory acceptability among adolescents, as well as
to perform the physicochemical composition analysis of the standard formulation and most accepted
containing flaxseed. Five salty pizza dough formulations were prepared, being one standard (FS) and the
other containing different proportions of flaxseed flour: 2.5% (F1), 5.0% (F2), 7.5% (F3) and 10.0% (F4).
No significant differences were found among the samples for appearance, aroma and flavor attributes, and
in a general way the F2 and FS formulations got higher acceptability scores than F3, with no difference in
the others. FS and F4 formulations were scored a higher buying intention than F3 (p < 0.05). By adding
flaxseed into the formulations, the protein, fat and crude fiber contents increased (p < 0.05). It is feasible
to add the whole wheat flour and the linseed into the pizza dough formulations, seeing that the results
were satisfactory and they were well accepted by consumers, representing a more nutritious and palatable
food option for adolescents.

Keywords. pizza, flaxseed, functional food, dietary fiber.
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INTRODUCAO

A adolescéncia compreende o periodo de vida
que vai dos 10 aos 19 anos de idade, sendo classificada
como a fase que vem depois da infancia e antes da vida
adulta. Durante a adolescéncia, é comum ocorrer intensas
transformagdes hormonais, psicologicas e no consumo
alimentar, no qual, observa-se nessa fase, a preferéncia
de alimentos ricos em agucares, com alto teor de lipidios,
alimentos industrializados, além do alto consumo de
bebidas alcodlicas'.

As escolhas alimentares dos adolescentes podem
ser influenciadas de diversas maneiras, incluindo a
crescente independéncia, o maior envolvimento na vida
social, insatisfagdo com a imagem corporal, influéncias
da midia, alimentacio fora de casa, facilidade de preparo
e praticidade do consumo (lanches, pizzas, fast foods).
Sabe-se que os hébitos alimentares desenvolvidos
durante a adolescéncia podem durar até a idade adulta.
Além disso, a ingestdo de nutrientes especificos durante
a adolescéncia pode influenciar em um risco futuro
de doengas cronicas, incluindo diabetes mellitus tipo
2, doencas cardiovasculares, cincer e osteoporose.
Também, esta relacionada ao aumento da prevaléncia de
obesidade entre adolescentes, o que também aumenta o
risco de obesidade na vida adulta'”.

Na busca de reduzir os gastos com saude publica
e melhorar a qualidade da alimentacao desses jovens,
uma vez que a expectativa de vida da populac¢io brasileira
aumentou consideravelmente, surgem no mercado
preparagoes acrescidas de alimentos funcionais. O Comité
de Alimentos e Nutri¢ao do Instituto de Medicina (IOM)*
definiu alimentos funcionais como “qualquer alimento ou
ingrediente que possa proporcionar um beneficio a saude,
além dos nutrientes tradicionais que ele contém™.

Atualmente, alimentos funcionais representam
um importante papel na industria alimenticia, sendo
incorporados a produtos de panificacio em funcio da
preocupac¢io com a saude dos consumidores®.

Varios ingredientes funcionais podem ser
misturados a farinha de trigo comum para uso em
produtos de panificagdo, denominando-se farinha
mista ou composta, tornando esse alimento enriquecido
nutricionalmente’.

Dentre os alimentos funcionais, a linhaga (Linum
usitatissimum L.) é de grande interesse na incorporagao
de produtos alimenticios como paes, biscoitos e massas
em geral, devido aos seus componentes benéficos. E rica

em fibras e em acidos graxos essenciais, com elevado teor
de lipidios, sendo que, destes, 57% sdo de acidos graxos
omega-3 (w-3), 16% de 6mega-6 (w-6), 18% de acidos
graxos monoinsaturados (MUFAs) e 9% de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), além dos saturados™’.

A predominédncia do w-3 em relagiao ao w-6, de
razdo 3:1 na semente da linhaca, tem sido correlacionada
com a prevencdo das doencas coronarianas e cancer. O
potencial antioxidante e outros efeitos benéficos da semente
sdo decorrentes da presenga de vitamina E, A, B, D, K,
B-caroteno, glicosidios, linamarina, taninos e mucilagem. A
linhaga apresenta ainda um elevado teor de potassio, sendo
cerca de sete vezes maior que o da banana®’.

A fibra alimentar é uma substincia resistente a
acao das enzimas digestivas humanas e é considerada o
principal componente de vegetais, frutas e graos integrais,
razdo esta que permitiu que esses alimentos pudessem ser
caracterizados como alimentos funcionais, ja que a sua
utilizagdo dentro de uma dieta equilibrada pode reduzir
o risco de algumas doengas, além de agregar uma série
de beneficios®.

Uma forma de incrementar o teor de fibras e w-3
na dieta envolve a adi¢ao de farinha integral e farinha
de linhaga na elabora¢do de produtos frequentemente
consumidos pelos adolescentes. Dentre eles estd incluida a
pizza, ja que é um alimento tradicionalmente consumido
pelo sabor, preparo répido e facil e disponibilidade de ser
encontrado semipronto ou pronto’.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver massas de pizzas enriquecidas com farinha
de trigo integral e linhaga e verificar a aceitabilidade
sensorial entre adolescentes, bem como realizar a analise
da composi¢ao fisico-quimica do produto com maior teor
de ingrediente e com aceitacdo sensorial semelhante a
padrao.

MATERIAL E METODOS

Preparo das formulagoes

Os ingredientes foram pesados em uma balanga
digital (Filizola® Platina, Brasil) com precisao de 0,1 g e
capacidade maxima de 15 kg, no Laboratdrio de Técnica
e Dietética da Universidade Estadual do Centro-Oeste
(Unicentro).

Para a realizagdo do estudo, foram elaboradas
cinco massas de pizzas salgadas com diferentes
formula¢des, sendo uma massa padrdo contendo apenas
farinha de trigo branca (FP) e as demais, adicionadas
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de diferentes proporg¢oes de farinha de trigo integral
e linhaga. Para fins de classificagdo das formulacoes,
consideraram-se apenas as amostras adicionadas de
farinha de linhaga (FL), sendo: 2,5% (F1), 5% (F2), 7,5%
(F3) e 10% (F4), conforme pode ser visualizado na Tabela
1. Essas porcentagens de adi¢do foram selecionadas apds
testes sensoriais preliminares realizados com o produto.

Os ingredientes agua morna e fermento foram
misturados e permaneceram em repouso por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se agucar, sal, ovos,
margarina, farinha de trigo branca, farinha de trigo
integral e FL nas propor¢des apresentadas na Tabela 1. Os
ingredientes foram misturados manualmente até formar
uma massa homogénea, que permaneceu em repouso
por 40 minutos. Logo apds, as massas foram abertas
em forma circular com o auxilio de um rolo, sendo que
a espessura aproximada das formulagdes foi de 0,7 cm.
Logo em seguida, as amostras foram assadas em forno
(Brastemp® Clean, Brasil), na temperatura de 200 °C, por
aproximadamente 15 minutos.

Tabela 1. Formulagdes de massas de pizza com diferentes concentra-
¢oes de farinha de linhaca (FL)

Ingredientes FP (%) F1 (%) F2 (%) F3 (%) F4 (%)
Farinha branca 56,50 28,34 2498 25,65 18,25
Farinha integral 0,00 2500 25,00 2500 25,00
Farinha de linhaca 0,00 2,50 5,00 7,50 10,00
Fermento biolégico 3,02 307 313 291 3,25
Actcar refinado 6,04 6,13 6,25 5,81 6,49
Agua 22,36 22,7 23,13 21,51 24,03
Sal 0,6 0,61 0,63 0,58 0,65
Ovos 5,44 5,52 5,63 5,23 5,84
Margarina 6,04 6,13 6,25 5,81 6,49

*FP: padrao; F1: 2,5% de FL; F2: 5,0% de FL; F3: 7,5% de FL; F4: 10,0%
de FL.

Avalia¢ao sensorial

Participaram da pesquisa 50 provadores nio
treinados?, sendo estudantes de uma escola estadual do
municipio de Guarapuava (PR), de ambos os sexos, com
idade entre 14 e 18 anos.

Os produtos foram submetidos a analise sensorial
em uma sala propria da escola, sendo avaliado um aluno
por vez. Cada prova foi feita em cabines tipo urnas, sendo
que o provador foi auxiliado pelas pesquisadoras para o
preenchimento das respostas.

O julgamento sensorial avaliou os atributos
de aparéncia, aroma, sabor, textura e cor, segundo
metodologia de Dutcosky'’. Nessa etapa, todas as amostras

490

foram aquecidas previamente por 10 minutos em forno
(180 °C), sendo servidas a temperatura interna média
de 25 °C. As mesmas foram analisadas por meio de uma
escala hedonica estruturada de 9 pontos, variando de
“desgostei muitissimo” (nota 1) a “gostei muitissimo” (nota
9). Aplicaram-se também questdes de aceitagdo global e
intengdo de compra, avaliadas por meio de dois pontos
especificos entre “sim” (compraria a amostra) e “ndo” (nao
compraria a amostra), como sugerido por Moskowitz'".

A cada julgador foi entregue um pedago de cada
amostra (aproximadamente 10 g), em pratos plasticos
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 formulagoes foram oferecidas aos julgadores de forma
monadica sequencial.

Analise da composicao fisico-quimica

A andlise fisico-quimica dos produtos foi
realizada no Laboratério de Analise de Alimentos
do Departamento de Engenharia de Alimentos da
Unicentro. As seguintes determinagdes foram realizadas,
em triplicata, na formula¢do padriao (F1) e naquela com
maior teor de linhaga e aceitacdo sensorial semelhante a
padrio em todos os atributos:

Determinagdo da umidade foi realizada pelo
método de perda por dessecac¢do de acordo com o Instituto
Adolfo Lutz'% determinagdo de cinzas, pelo método de
residuo por incinera¢ao de acordo com o recomendado
pelo Instituto Adolfo Lutz'? determinagdo de proteinas, pelo
método classico de Kjeldahl, preconizado pelo Instituto
Adolfo Lutz'% determinagdo de lipidios, por extragdo com
solvente frio de acordo com Bligh e Dyer"; determinagdo
de carboidratos foi realizada por diferenca, isto é, a fracdo
de carboidratos corresponde a 100 menos a somatoria das
fraces proteica, lipidica, cinzas e umidade; determinagdo
de fibra bruta, conforme a metodologia do Instituto
Adolfo Lutz'% e determinagdo do valor calérico por meio
da utilizagao dos coeficientes de Atwater (carboidratos: 4
kcal/g; lipidios: 9 kcal/g; proteinas: 4 kcal/g).

Analise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do
software Statgraphics Plus®, versao 5.1, por meio da
analise de varidncia (ANOVA), sendo que a compara¢ao
de médias foi realizada pelo teste de médias de Tukey, t
de student e Qui-quadrado de McNemar, todos avaliados
com nivel de 5% de significancia.
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Questoes éticas

Para arealizagdo da pesquisa, os responsaveis pelos
menores de idade assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, respeitando-se as questdes éticas, no
qual o pesquisador responsével se responsabilizava por
assegurar a integridade fisica e moral aos sujeitos que
participavam do estudo e a desistir a qualquer momento
sem Onus ou risco ao individuo. A pesquisa foi previamente
aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Unicentro
(COMEP/Unicentro) sob o parecer n® 116/2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avalia¢ao sensorial

A Figura 1 descreve o grafico radar que foi
utilizado parauma melhor visualiza¢do do perfilhedonico
das amostras de pizza, salientando suas similaridades e
diferencas. O centro da figura representa o ponto zero da
escala e a magnitude aumenta do centro para periferia. A
média de cada atributo por amostra é marcada no eixo
correspondente, onde o perfil sensorial é tracado pela
vinculagdo dos pontos.

A Figura 1 sugere que houve diferenga entre os
valores heddnicos das massas de pizza, principalmente
com relagdo a aparéncia, sabor, textura e cor. Para
confirmacéo, realizou-se ANOVA e o teste de compara¢iao
de médias de Tukey (p < 0,05).

Por meio da Tabela 2, verifica-se os resultados
médios obtidos na analise sensorial.

Nao houve diferenca significativa entre as
amostras (p > 0,05) para os atributos aparéncia, aroma
e sabor. Dados semelhantes foram observados por Silva

et al.", que avaliaram bolo de chocolate adicionado de
diferentes concentracoes de FL.

Aparéncia

Aroma

=<&=-Fp
F1
=& PR
3
F4

Sabor

Figura 1. Valores heddnicos para os atributos das formulagoes de
massas de pizzas padrdo (FP) e adicionadas de 2,5% (F1), 5,0% (F2),
7,5% (F3) e 10,0% (F4) de farinha de linhaca

Textura

Porém, no atributo textura, a formulagdo F2
obteve nota maior (p < 0,05) que F3, sendo semelhante
aos demais. Entretanto, Lima'’, ao avaliar a textura
de paes adicionados de FL e de maracuja, verificaram
maiores notas na formula¢do padrio do que naquelas
com 7% de FL.

Em relagao a caracteristica de cor, verificou-se que
a formula¢ao FP obteve nota significativamente maior
que F3, sendo semelhante as demais. Corroborando esses
resultados, Maciel et al.*, ao avaliar a cor de biscoitos tipo

Tabela 2. Médias do teste sensorial afetivo e inten¢do de compra realizados para as formula¢des de massas de pizzas padrio e adicio-

nadas de 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10,0% de farinha de linhaga (FL)

Formulagoes/ FP F1 F2 F3 F4
Atributos Média+ DP EPM  MédiatDP EPM MédiatDP EPM  MédiatDP EPM  MédiatDP EPM
Aparéncia* 7,29+1,81* 0,25 6,86£1,52* 0,21 7,27£1,36* 0,19 6,43£1,78* 0,25 6,76x£2,15* 0,30
Aroma* 6,53£2,08* 0,29 6,80 £1,50* 0,21 6,84+1,50* 0,21 6,76x£1,46* 0,20 6,65+£2,00* 0,28
Sabor* 6,92+2,10* 0,29 6,84+2,12* 0,30 7,16£2,03* 0,28 6,21£2,39* 0,33 6,98+£2,13* 0,30
Textura* 6,72+1,99® 0,28 6,86+1,78® 0,25 6,98+£1,67* 0,23 5,94+2,01> 0,28 6,94+1,90® 0,27
Cor* 7,29+1,90* 0,27 6,65+1,82® 0,25 6,86+1,77% 0,25 6,08+2,08> 0,29 6,60+2,02®* 0,28
Aceitagao Global Positiva (sim)** (%)

78,43* 74,51 76,47* 58,820 68,63
Inten¢do de Compra Positiva (sim)** (%)

66,67° 58,82 60,78 45,10° 66,67°

*letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
**]etras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado de McNemar (p<0,05).
DP: Desvio padrao da média; EPM: Erro padrao da média; FP: padrao; F1: 2,5% de FL; F2: 5,0% de FL; F3: 7,5% de FL; F4: 10,0% de FL.
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cracker adicionados de FL, também encontraram maior
média para a formula¢do padrdo, com diminui¢do no
atributo cor a medida que houve aumento do incremento
de FL.

Quanto a aceitagao global positiva, constatou-
se que as formulag¢oes padriao e F2, apresentaram notas
maiores que F3 (p < 0,05), sem diferenca das demais.
Entretanto, todas as amostras permaneceram com
resultados acima de 50%, podendo ser consideradas com
boa aceitagao, em geral. Respostas semelhantes foram
observadas por Frozza et al’, que avaliaram diferentes
formulagdes de massas de pizzas acrescidas de farinhas
fontes de fibras.
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As amostras FP e F4 apresentaram maior
intencdo de compra que F3 (p < 0,05), sendo semelhante
as demais. Porém, nota-se que as outras formulacdes
tiveram porcentagens de inten¢ao de compra semelhantes
a padrio e acima de 50%, o que demonstra uma possivel
viabilidade na comercializacio dos produtos.

Por meio da Figura 2, observa-se a distribui¢do
percentual das notas informadas pelos provadores para
os atributos aparéncia, aroma, sabor, textura e cor das
cinco formulacoes.

As avaliagbes gostei muito (8) e gostei
moderadamente (7) foram as mais assinaladas para o
atributo aparéncia, enquanto no atributo aroma, a nota
7 foi apontada para a maioria das amostras estudadas.
Resultados similares foram relatados por Lima', ao
avaliarem o aroma de formula¢bes de paes adicionados
de FL e farinha de maracuja.

Em relagao ao sabor, as op¢oes gostei muito (8)
e gostei muitissimo (9) foram as mais informadas pelos
provadores. J& na textura, a nota 8 foi a mais marcada
pelos provadores, correspondendo as formulagdes com
5,0% e 10,0%. As notas 7 e 8 foram as mais informadas
pelos provadores no quesito cor.

De acordo com as notas obtidas no teste sensorial
afetivo, optou-se pela formulagdo com 5% de adi¢do de

®Fp
BF1
Or2
0r3
OF4
9
9

40
35

w
=1

I}
«

Provadores (%)
— 13
w (=]

—
=1

v
3

=}
1

1 2 3 4 5 6 7 8

Notas para sabor

'S
(=1

w
a

w
=1

553
«

|Fp
BF1
or2
OF3
OF4

553
=]

Provadores (%)
@

—
w (=
1

(=1
4

1 2 3 4 5 6 7 8

Notas para cor

Figura 2. Frequéncia de notas para os atributos aparéncia, aroma, sabor, textura e cor das massas de pizza padrdo (FP) e adicionadas de 2,5%

(F1), 5,0% (F2), 7,5% (F3) e 10,0% (F4) de farinha de linhaca
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Tabela 3. Composi¢do fisico-quimica das massas de pizza padréo e acrescida de 5,0% de farinha de linhaga (FL), comparadas com porcentagem

de valores didrios recomendados - VD* (por¢do média de 100 gramas) e

um produto referéncia***

FP F2
A D Média+DP % VD* Média+DP % VD* RECE el G
Umidade (%)** 14,67 + 0,36° ND 12,49 + 0,42" ND 42,00
Cinzas (%)** 1,53 +0,01° ND 2,09 +0,01¢ ND ND
Valor calérico (keal)** 437,28 + 0,26 21,86 444,11 + 0,18 22,20 314,19
Carboidratos (%)** 80,75 + 0,13 26,92 72,53 + 0,10° 24,18 66,19
Proteinas (%)** 9,03 + 0,09° 12,04 14,87 + 0,09° 19,83 6,44
Lipidios (%)** 8,68 + 0,06" 15,62 10,50 + 0,03° 18,90 )
Fibra bruta (%)** 1,66 + 0,04° ND 2,19 + 0,04° ND 0,00

*VD: nutrientes avaliados pela média da Dietary Reference Intakes (DRI)', com base em uma dieta de 2.000 kcal, 60% de carboidratos, 15% de

proteinas e 25% de lipidios.

**letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de t de student (p < 0,05).

***valores de nutrientes comparados com o alimento “massa para pizza

tresultados calculados em base seca.

»17

FP: padrao; F2: 5,0% de FL; DP: desvio padrdo da média; ND: ndo disponivel.

FL (F2) para analise da composi¢ao quimica, ja que essa
formulagao apresentou notas semelhantes a padrao em
todos os atributos.

Analise da composicao fisico-quimica

Na Tabela 3, observa-se a composicdo fisico-
quimica em 100 g de massa de pizza padrao e acrescida
de 5,0% de FL (F2), porcentagem de valores diarios
recomendados (VD) e comparacio com um produto
referéncia.

O valor de umidade encontrado na massa de pizza
padrao apresentou-se maior do que na massa de pizza
acrescida de 5% de FL (p < 0,05), sendo as duas inferiores
quando comparadas a literatura'’. Segundo a Resolugdo n°
93, de 31 de outubro de 2000, que trata do Regulamento
Técnico para Fixagao de Identidade e Qualidade de Massa
Alimenticia'®, o teor de umidade final da massa alimenticia
seca deve ser de no maximo 13,0%. Sendo assim, a
formulagdo F2 esta de acordo com a recomendagcéo, sendo
que FP apresentou resultado superior. Ja o teor de cinzas
de F2 foi maior que aquele encontrado em FP, o que pode
ser explicado devido a linhaga possuir alto teor de cinzas
em sua composi¢ao (18,5 g/100 g)*.

Observou-se que, na massa de pizza da amostra
F2, os teores de lipidios e valor caldrico foram maiores (p
< 0,05) que na formulagdo FP e no produto referéncia'’,
obtendo-se, dessa forma, maior valor de VD na
formulagao F2. Corroborando com esses dados, Oliveira
et al.?%, que elaboraram paes contendo 0% e 10% de
farinha mista de trigo e linhaca, também verificaram que
os teores de lipidios aumentaram com a adicdo desses
ingredientes (2 e 6,66%, respectivamente). De forma
semelhante, Lima'® encontrou valores médios de lipidios

entre 2,24% e 2,93%, para paes adicionados de 0%, 4%,
7% e 10% de FL. Esses resultados relacionam-se ao fato
de que a formulagdo F2 apresenta mais FL, a qual possui
alto teor lipidico (12,25%), conforme a Tabela Brasileira
de Composicdo de Alimentos (TACO)Y. Entretanto, a
maior parte desta gordura é do tipo MUFAs e PUFAs, as
quais oferecem beneficios a saude®.

Sendo assim, a formulagdo de massa de pizza
enriquecida com FL se mostra a melhor opgdo de
consumo, uma vez que a ingestdo de linhaga apresenta
teores aumentados de MUFAs e PUFAs, principalmente
do tipo w-3.

Na dieta humana, a recomendagao para ingestao
de acido a-linolénico (C18:3, w-3) ¢ 2,22 g/dia, com base
em uma dieta de 2.000 kcal/dia***%. Portanto, 100 g de
massa de pizza, que é um valor aceitavel para o consumo
de massa, adicionada de 5,0% de FL, forneceria 3,14 g/
dia, de acordo com o programa DietWin®"’, de acido
C18:3 recomendado na dieta didria, o que ja atinge o
preconizado. Esses maiores niveis de PUFAs w-3 na
massa de pizza trazem uma significativa contribuigdo
para uma dieta saudavel.

No que diz respeito aos carboidratos, verifica-se
que o valor encontrado na massa padrdo foi maior em
relagdo a necessidade didria (VD) quando comparada
com a massa acrescida de 5,0%, sendo superiores a
referéncia da literatura pesquisada. Semelhante a este
estudo, Lima®’® encontrou valores de carboidratos maiores
na formula¢ido padrio de pao, sendo que os valores
diminuiram com a adi¢ao de FL.

Avaliando-se a quantidade de proteinas dos
produtos, o valor encontrado na formulac¢io F2 foi maior
que FP, ambos superiores ao verificado na literatura'.
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Segundo a Portaria n° 27, de 13 de janeiro de 1998, que
aprova o Regulamento Técnico referente a Informagao
Nutricional Complementar, um produto é considerado
fonte de proteina se tiver, no minimo, 10% da
porcentagem de VD (100 g de produto)®. Portanto, tanto
a formulacdo FP quanto a F2 podem ser consideradas
boas fontes proteicas.

No que se refere aos valores de fibra bruta, a
formulacio F2 apresentou maior quantidade que a
formulacido FP (p < 0,05), o que se deve principalmente
ao alto teor de fibras presente na linhaga (33,5 g/100 g)*
e na farinha de trigo integral (12,5 g/100 g)"". Ressalta-se
que a adi¢ao de farinha de trigo integral e linhaca (5,0%
- F2) proporcionou um aumento de 31,93% no teor de
fibras da massa de pizza, em rela¢do ao produto padrao
(FP).

CONCLUSAO

O desenvolvimento dos produtos permitiu
comprovar que a adi¢ao de até 5,0% de FL em massa de
pizza foi melhor aceita pelos provadores dentre aqueles
contendo este ingrediente, obtendo-se aceitagao sensorial
semelhante ao produto padrao.

Em geral, a adi¢ao de farinha de trigo integral
e de linhaga nos produtos proporcionou aumento de
nutrientes quando comparada a formula¢io padrio,
trazendo beneficios nutricionais.

Assimsendo, afarinhadetrigointegral e delinhaga
podem ser consideradas ingredientes potenciais com
propriedades funcionais para a adicio em massa de pizza
e similares, podendo ser oferecidos aos consumidores,
com altas expectativas de aceitagdo no mercado.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar as concentragdes de retinol nas gemas dos ovos cozidos de codorna
e de galinha e compard-las com as recomendagdes nutricionais para criangas na faixa de 1 a 8 anos. As
amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os valores médios de retinol
encontrados nas gemas dos ovos cozidos de codorna e de galinha foram, respectivamente, de 636,6 + 32,7 e
de379,1 +30,8 pug/100 g de gema. A concentragao de retinol no ovo de codorna foi significativamente maior
do que a do ovo de galinha (p < 0,0001). O consumo de uma porgao comestivel (15 g), a qual corresponde
a cinco gemas de ovo de codorna ou a uma gema de ovo de galinha, podem cobrir respectivamente cerca
de 32% e 19% das recomendagdes nutricionais de retinol equivalente para criangas na faixa etdriade 1a 3
anos, e de 24% e 14%, respectivamente, para a faixa etaria de 4 a 8 anos. Por conseguinte, ambos os ovos
de codorna e de galinha podem ser considerados excelentes fontes de vitamina A.

Palavras-chave. gema, ovo de galinha, ovo de codorna, vitamina A, CLAE.

ABSTRACT

This study evaluated the concentrations of retinol in the yolks of quail and chicken boiled eggs, and they
were correlated with the vitamin A intake recommendations for children aged from 1 to 8 years. The
samples were analyzed by means of High Performance Liquid Chromatography. The mean values of
retinol found in the yolks of the quail and chicken boiled eggs were 636.6 + 32.7 and 379.1 + 30.8 pug/100
g of yolk, respectively. The retinol concentration in quail egg was found to be significantly higher than
that of chicken egg (p < 0.0001). In addition, it was found that the consumption of a 15 g-portion of egg
corresponded to five quail egg yolks or to one chicken egg yolk; then, they supplement 32% and 19% of
the daily retinol recommendations for children aged from 1 to 3 years, respectively, and 24% and 14% for
children aged from 4 to 8 years, respectively. Therefore, both kinds of eggs are a good source of vitamin A.
Keywords. yolk, chicken egg, quail egg, vitamin A, HPLC.
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INTRODUCAO

A vitamina A é essencial para o organismo
humano por desempenhar fung¢des no metabolismo geral
de lipidios e proteinas, no ciclo visual, na modula¢ao do
sistema imunoloégico e na diferenciagdo e crescimento
celular, sendo fundamental durante os periodos de
grande proliferagdo e crescimento’.

A hipovitaminose A tem sido caracterizada
como um problema de satde publica nos paises
em desenvolvimento e leva a queratinizagio de
epitélios, afetando os olhos e o revestimento dos tratos
gastrointestinal, respiratdrio e do aparelho geniturinario,
afetando também a integridade do sistema imune?® Sarni
et al.’ enfatizam que a deficiéncia de vitamina A é ainda
a principal causa de cegueira evitavel no mundo, estando
também associada a 23% das mortes por doenca diarreica
em criangas. Essa deficiéncia também contribui para o
aumento significativo dos indices de morbimortalidade
infantis associados a processos infecciosos®.

No Brasil, varios levantamentos realizados em
diferentes regides apontam a hipovitaminose A como
um problema endémico, sobretudo da regido Nordeste
do pais, sendo bem caracterizada em pré-escolares>*”*.
Segundo Fernandes et al.’, a maior vulnerabilidade dos
pré-escolares a essa caréncia nutricional é justificada
pelo rapido crescimento e desenvolvimento nessa fase
da vida, com consequente aumento das necessidades
de vitamina A, além das multiplas doengas a que estdo
expostos, principalmente as infecgdes gastrointestinais
e respiratorias, que reduzem a absor¢io e elevam
consideravelmente a utilizagdo bioldgica e a excregdo
desse micronutriente.

A ingestdo inadequada de alimentos fonte de
vitamina A € o principal fator etiologico da caréncia desta
vitamina'. Segundo a Pesquisa Nacional de Demografia
e Sadde da Crianga e da Mulher", 17,4% das criangas
e 12,3% das mulheres no Brasil apresentavam niveis
inadequados desse micronutriente, sendo as maiores
prevaléncias dessa inadequagdo encontradas no Nordeste
(19,0%) e Sudeste (21,6%) do pais.

O nivel de requerimento da vitamina A é baseado
na quantidade absorvida necessaria para manter o estado
nutricional adequado. O consumo recomendado de
vitamina A ¢ a quantidade a ser consumida diariamente
para garantir que individuos absorvam seus niveis
de requerimento, mas ndo experimentem os efeitos
prejudiciais da toxicidade’. Referéncia de Ingestdo
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Dietética (DRIs) representam o conjunto de referéncia
de ingestdo de nutrientes estabelecido e usado para o
planejamento e avaliagio das dietas do individuo ou
grupos de individuos saudaveis, segundo estagio de vida
e género'. De acordo com as DRIs (2001), a ingestdo
dietética recomendada (RDA) de retinol para criangas na
faixa de 1 a 3 anos é de 340 pg/dia e de 4 a 8 anos é de 440
pg/dia.

O ovo ¢ considerado uma importante fonte
alimentar de vitamina A. Segundo Rodrigues e Salay'?,
trata-se de um alimento fonte de proteinas de alto valor
bioldgico, sendo sua gema rica em vitamina A, com
valores encontrados na literatura que variam entre 374
1g/100 g gema e 810 pg/100 g gema, em ovos de codorna
e de galinha, respectivamente.

Sabendo-se da aceitacio do ovo pelo publico
infantil e de sua importancia como fonte de vitamina A,
este estudo teve o objetivo de avaliar os niveis de retinol
nas gemas de ovos de codorna e de galinha, considerando
serem estes os dois tipos de ovos mais consumidos pela
populagao em geral, e compara-los com as recomendagdes
para criangas na faixa etaria de 1 a 8 anos.

MATERIAL E METODOS

Material biologico

Para a realizagdo deste trabalho, foram
selecionadas aleatoriamente trés marcas de ovos de
codorna e de galinha comercializados em Natal (RN).
Para tanto, foram visitados trés grandes estabelecimentos
comerciais do setor, onde foram adquiridas duas
cartelas de ovos de lotes diferentes, com data recente de
fabricagao. Os ovos de codorna e de galinha eram frescos,
com peso médio de 11 g para os ovos de codorna e 60 g
para os ovos de galinha, sendo o peso das gemasde 3 ge
15 g, respectivamente.

Método

Preparo das amostras

Para ambos os tipos de ovos, codorna e galinha,
foram adquiridas duas cartelas de ovos de lotes diferentes
em cada estabelecimento comercial, totalizando seis
cartelas de cada marca analisada. De cada uma delas,
meia duzia de ovos foi separada e cozida por dez minutos
a 100 °C. Posteriormente, as gemas foram separadas e
pesadas. A estas, foi adicionada quantidade equivalente
ao seu peso de solu¢ao salina a 0,9% e, em seguida, foram
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homogeneizadas com um mix triturador, formando assim
um homogenado de gema a 50%, do qual se tomaram 10
aliquotas de 2 g para analise nas etapas seguintes.

Saponificagdo e extragdo de retinol das amostras

A extragdo do retinol da gema dos ovos foi feita
baseada no método de Bragagnolo e Rodriguez-Amaya®,
adaptado de acordo com as condigdes laboratoriais. Foram
pesados 2 g de homogenado em tubos de polipropileno com
tampa rosqueavel de 15 mL, envoltos com papel aluminio
para impedir a degradagio da vitamina A pela acdo da
luz. Foi realizada uma saponificacio alcalina com 2 mL de
hidréxido de potassio a 50%, com o objetivo de hidrolisar os
ésteres de retinil presentes na amostra. Ao mesmo tempo,
foi adicionado 2 mL de etanol a 95% para desnaturagio das
proteinas. A solugao foi mantida em banho-maria a 45 °C
por 120 minutos. Em seguida, a extragdo dos lipidios da
amostra foi obtida em trés lavagens sucessivas, utilizando
4 mL de hexano em cada. Apds a adi¢ao do solvente, as
amostras foram agitadas, centrifugadas por 10 minutos (500
xg) e os sobrenadantes foram removidos e adicionados em
um novo tubo. Da fase hexénica, 3 mL foram evaporados
sob atmosfera de nitrogénio, em banho-maria a 37 °C, e os
extratos secos foram armazenados a -18 °C.

Determinagao de retinol por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a analise cromatografica do retinol, o extrato
seco foi redissolvido em 1 mL de etanol com grau de pureza
para CLAE e agitado por um minuto. A concentragdo
do retinol das amostras foi determinada com o auxilio
de um Cromatégrafo LC-10 AD Shimadzu, acoplado a
um Detector SPD-10 A Shimadzu UV-VIS e Integrador
Cromatopac C-R6A Shimadzu com uma coluna C18 LC
Shim-pack CLC-ODS (M) 4,6 mm X 25 cm X 5 um. A fase
movel utilizada foi metanol 100%, com fluxo de 1 mL/min.

A identificagdo e quantificacio do retinol nas
amostras foram estabelecidas por comparacdo com os
tempos de retencéo e as dreas dos respectivos padroes. A
concentra¢do do padrio foi confirmada pelo coeficiente
de extingdo especifico (¢ 1%, 1 cm = 1.780) em etanol
absoluto e comprimento de onda de 325 nm*.

A valida¢ao do método foi conseguida por meio
da realizacdo de testes de recuperacio, linearidade e de
repetitividade, com a finalidade de verificar a exatidao,
linearidade e precisdo do método.

Para a quantificacio do retinol, foram
estabelecidas curvas de calibragao periodicamente

no decorrer do periodo experimental. Inicialmente,
foi preparado um padrao estoque de retinol (Sigma >
95%); em seguida, foram realizadas dilui¢des, até que
se chegasse a um padrdo de concentragio desejada. A
partir deste tltimo, foram feitos os padroes para a curva
de calibragdo - portanto, a linearidade do método foi
testada utilizando-se cinco niveis de concentracdo, que
variaram de 0,1 a 1,6 ug/mL. O coeficiente de linearidade
das curvas foi sempre superior a 0,9997, resultado que
indica uma 6tima linearidade do método.

O teste de recuperacio foi realizado com amostras
de ovos de codorna. Para tanto, foram retiradas quatro
aliquotas; em trés dessas aliquotas, foram acrescidas uma
concentragao conhecida de retinol padrao (Sigma). Todas
as aliquotas foram submetidas ao processo extrativo,
como descrito anteriormente. Apds a finalizacio desse
processo, a concentracdo de retinol nas amostras foi
determinada por CLAE. Foram obtidas recupera¢des
para o retinol adicionado nas amostras na faixa de 104,0-
108,0%. Esses resultados indicam que a metodologia
utilizada tem uma exatiddo confiavel.

Nos testes de repetitividade e precisdo
intermedidria, foram utilizadas trés aliquotas de uma
amostra de gema de ovos de codorna. Essas amostras
passaram pelo processo extrativo e foram armazenadas
secas e congeladas para posterior determinagdo de
retinol. A aplicacdo em CLAE das amostras ocorreu em
trés dias ndo consecutivos. Os valores dos coeficientes
de variacdo obtidos das aliquotas encontrados apds a
cromatografia foram entre 1,23% e 1,93%. Portanto, esses
valores indicam uma precisdo aceitavel para a validacao
de um método analitico.

Os limites de deteccio e quantificacio foram
baseados na linearidade da curva padrio, obtendo-se
valores de 0,05 ug/mL e 0,1 pg/mL, respectivamente.

Analise estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos foram
determinadas por meio do teste t de Student, utilizando
o programa Statistica 99 Edition (Copyright©
1984-1999 by StatSoft, Inc.), e foram consideradas
significativas para p < 0,05.

RESULTADOS
O valor médio de retinol nos ovos de codorna

analisados neste estudo foi 636,6 + 32,7 ug/100 g de
gema, ao passo que, nos ovos de galinha, a média de
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retinol foi 379,1 + 30,8 ug/100 g de gema. Sendo assim,
a diferenga entre o teor médio de retinol dos ovos de
codorna e galinha cozidos foi de cerca de 41%. Essa
diferenca pode ser considerada altamente significativa (p
< 0,0001) (Figura 1).

800
700
600 I
500

400

Retinol (ug/100 g)

Ovo de codorna Ovo de galinha

* Estatisticamente diferente da média de ovo de galinha (p < 0,0001)
Figura 1. Niveis de retinol em ovos de codorna e de galinha (ug/100 g)

De acordo com os niveis de retinol demonstrados
na analise deste estudo, e levando-se em conta a RDA
para criangas — 300 e 400 pg/dia de retinol para criangas
de 1 a 3 anos e 4 a 8 anos, respectivamente, verificou-
se que o consumo de uma por¢do comestivel (15 g),
correspondendo a cinco gemas de ovo de codorna ou
uma gema de ovo de galinha, podem cobrir em torno de
32% e 19%, respectivamente, das recomendagdes diarias
de retinol para criangas na faixa etaria de 1 a 3 anos, e
24% e 14%, respectivamente, para criangas na faixa etdria
de 4 a 8 anos. A por¢do comestivel dos ovos de codorna
e de galinha oferecem 11% e 6%, respectivamente, da
recomendagdo diaria de retinol para homens adultos, cuja
RDA corresponde a 900 pg/dia. Com relagao as mulheres,
esses ovos podem oferecer 14% e 8%, respectivamente,
das suas necessidades nutricionais, ao tomar como
referéncia a RDA de 700 pg/dia para esse grupo.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho
demonstraram niveis de retinol na gema do ovo de
codorna superiores aos encontrados por Bardos et al." e
Karadas et al.’®, os quais analisaram os niveis de retinol na
gema de ovos de codorna, verificando uma concentragao
de 374 pug/100 g de gema e 438 ug/100 g de gema,
respectivamente. Ramalho et al.”’, ao analisar os niveis
de retinol em ovos de codorna na mesma localidade do
presente trabalho, verificou um nivel médio de 604 pg/100
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g de gema, valores estes semelhantes aos encontrados
neste trabalho. Por outro lado, Marques et al.'8, ao analisar
niveis de retinol em ovos de codorna no Sudeste do pais,
verificaram uma concentragdo média de 805,0 pg/100 g
gema. Essas diferencgas nos niveis de retinol observadas
podem ser justificadas por diferentes fatores, sendo
alguns destes: a origem dos ovos, as diferengas climaticas
entre os paises e a alimentacdo das aves.

Surai et al."” analisaram o nivel de retinol
nas gemas de ovos de galinha, determinando uma
concentra¢ao de 401 ug/100 g, resultado este maior que
o encontrado neste trabalho. Ollilainen et al.?, Squires et
al.?’ e Mendonga et al.??, por sua vez, encontraram 764,7,
810,0 e 700,2 ug/100 g gema, respectivamente, valores
estes superiores ao encontrado pelo presente estudo.

Ao comparar os valores de retinol em ovos com
os de outros alimentos de origem animal como o leite,
também bastante consumido pela populagido em geral,
observa-se que o primeiro apresenta niveis de retinol
elevados, evidenciando seu importante papel como
fonte de vitamina A. Em estudo realizado por Verruma e
Salgado?, o leite de vaca apresentou 56 pg de retinol/100
mL de leite e o de bufala, 61 ug/100 mL.

Ao se avaliar a importincia desse alimento para
os individuos, deve-se considerar a ingestdo dietética
recomendada (RDA), que significa o nivel de ingestdo
dietética didria, suficiente para atender as necessidades
nutricionais de 97% a 98% dos individuos saudaveis de
um determinado grupo de mesmo género e estagio de
vida. Os requerimentos sdo relativamente mais altos nas
etapas iniciais da vida, devido principalmente as maiores
necessidades de crescimento, que sdo superiores as de
manuten¢ao®*.

Segundo Souza e Vilas Boas*, o incentivo ao
consumo de alimentos fonte de vitamina A é uma das
medidas para prevencido da hipovitaminose A. Diante
dos resultados do nosso estudo, com relevante aporte
de vitamina A, fica evidente a contribui¢do do ovo
como fonte desse micronutriente, principalmente num
pais como o Brasil, em que os pré-escolares tém sido
relatados como o principal grupo atingido por essa
caréncia, sendo fundamental o incentivo ao consumo
do ovo como uma estratégia de interven¢ao no combate
a hipovitaminose A. Além disso, a adequagdo no
consumo de vitamina A em criangas pode garantir
crescimento e desenvolvimento saudavel e auxiliar na
protecdo contra as infecgdes de maior impacto sobre a
saude e sobrevivéncia infantis.
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CONCLUSAO

Os ovos de codorna e de galinha sdo excelentes

fontes de vitamina A, sendo que os de codorna
apresentam maior concentragao de retinol por 100 g de
gema. A concentragao de retinol nos ovos de codorna
e de galinha encontradas no presente trabalho podem
contribuir com até 32% das recomendagdes didrias de
retinol para criangas na faixa etaria de 1 a 3 anos, e até
24% para criangas na faixa etaria de 4 a 8 anos. Assim, o
consumo de ovos configura-se numa excelente alternativa
no combate e prevencio da hipovitaminose A.
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RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da adigao do Geotrichum candidum, como cultura adjunta, na aceitagio
e composi¢do do queijo tipo Camembert. O leite utilizado na fabricagdo dos queijos foi submetido a
pasteurizagio e adicionado de Lactococcus lactis subsp. Lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris. Foram
realizados quatro tratamentos: controle (T1) — sem adigdo de Geotrichum candidum; e T2, T3 e T4, com
concentragoes, respectivamente, de 0,5 U, 1 U e 1,5 U do microorganismo. Ap6s 1, 9, 17, 25, 33 e 41 dias de
fabricacdo, os queijos foram avaliados quanto aos pardmetros: acidez, pH, proteina, NS a pH 4,6, NS em TCA
12%, umidade, e para gordura e sal no queijo com um dia de preparagdo. A anilise de aceitagdo foi realizada
aos 30 dias de maturagdo. Os queijos com e sem adi¢do de Geotrichum candidum nao diferiram (P > 0,05)
nas analises fisico-quimicas. Os quatros tratamentos diferiram (P < 0,05) em todas as andlises no decorrer do
tempo de maturagdo. Com o aumento na concentra¢io do Geotrichum candidum, houve aumento na média de
aceitagao dos provadores. A utilizacdo do Geotrichum candidum é uma boa alternativa para as industrias que
desejam um produto com boa aceitabilidade e caracteristicas semelhantes ao tradicional queijo Camembert.
Palavras-chave. queijo camembert, Geotrichum candidum, maturagio, aceitaio.

ABSTRACT

This study evaluated the effect of Geotrichum candidum addition as an adjunct culture on the acceptance
and composition of Camembert-type cheese. The milk used for cheese manufacturing was pasteurized and
supplemented with Lactococcus lactis subsp. Lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris. Four treatments
were performed: control (T1) - without adding Geotrichum candidum; T2-T3-T4: containing microorganisms
at concentrations of 0.5 U, 1 U and 1.5 U, respectively. After 1, 9, 17, 25, 33 and 41 days of manufacture, the
cheese samples were analyzed on the following parameters: acidity, pH, protein, soluble nitrogen at pH 4.6,
TCA 12 % soluble nitrogen, and moisture, and fat and salt contents in cheese after 1-day production. Sensory
analysis was performed after 30 days of maturing. No significant difference was found in the physical-
chemical analysis in cheeses produced with and without adding Geotrichum candidum (P > 0.05). However,
significant differences (P < 0.05) were detected in all of the analyses throughout the maturing period. The
acceptance of cheese by tasters increased with the rise of Geotrichum candidum concentration added into the
cheese. The use of Geotrichum candidum is a valuable alternative for industries seeking for a product with
favorable acceptability and with characteristics similar to the traditional Camembert-type cheese.
Keywords. camembert cheese, Geotrichum candidum, ripening, acceptance.
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INTRODUCAO

O queijo Camembert, de origem francesa, foi
fabricado pela primeira vez, artesanalmente, em 1791.
Produzido em diversos paises, é considerado um dos queijos
mais famosos do mundo. Caracteriza-se pelo crescimento
externo do mofo branco Penicillium candidum e apresenta
massa mole, com sabor e aroma pronunciados'.

Na Franga, ber¢o do Camembert e de outros
queijos maturados por fungos, é bastante comum a
utilizacao de outros cultivos a base de fungos e leveduras'.
Estes sdo cultivos que, além de propiciar sabor e aroma
distintos ao Camembert, modificam o meio, favorecendo
e, a0 mesmo tempo, controlando o crescimento do
Penicillium candidum?.

De acordo com Drake et al.’, culturas adjuntas
podem melhorar ou acelerar o desenvolvimento do
sabor dos queijos, por meio do aumento da protedlise
secundaria. Em geral, a adigdo dessas culturas resulta no
aumento da atividade aminopeptidase, que é responsavel
pela reducdo do gosto amargo e pelo aumento na
concentracdio de peptideos de sabor desejavel e
precursores de sabores.

Os micro-organismos mais utilizados, como
adjuntos de maturacao, na fabricacdo do Camembert sao
o Geotrichum candidum e algumas leveduras dos géneros
Kluyveromyces, Candida ou Debaryomices*. O Geotrichum
candidum possui muitas rotas metabdlicas diferentes,
que sdo de interesse particular a industria de laticinios,
contribuindo diretamente para maturagdo e formacio de
sabor nos queijos. Devido a seus diversos metabolitos, esse
micro-organismo realiza papel importante no processo de
maturagdo de muitos queijos macios e semiduros, podendo
apresentar uma contribuicao positiva ao desenvolvimento
de sabor e aroma’. Segundo Molimard et al.’, Geotrichum
candidum ¢ um importante componente presente na
microbiota de queijos macios como Camembert e queijos
de leite de ovelha fabricados com leite cru. Entretanto, esse
micro-organismo raramente é encontrado em queijos de
leite pasteurizado®.

Dessa forma, julga-se interessante o uso desse
micro-organismo em fabricagbes a partir de leite
pasteurizado, para obten¢ao de queijos com propriedades
sensoriais semelhantes aqueles fabricados com leite cru’.
Estudos adicionais de interagdes com leveduras e bactérias
na fabricagdo e matura¢do de queijo sdo necessarios a
fim de facilitar a inovagao e melhoramento de produtos®.
O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de
Geotrichum candidum como cultura adjunta no queijo

tipo Camembert, avaliando as implica¢des decorrentes da
sua adi¢do nas caracteristicas fisico- quimicas e sensoriais.

MATERIAL E METODOS

As fabricagdes e analises dos queijos tipo
Camembert foram realizadas na Usina Piloto de
Laticinios Funarbe e no Laboratdrio de Leite e Derivados
do Departamento de Tecnologia de Alimentos,
respectivamente, situados no campus da Universidade
Federal de Vigosa. O Geotrichum candidum foi fornecido
pela Chr. Hansen, cédigo GEO CD1, recomendado para
produgéo de queijos mofados tipo Camembert.

Produgio do queijo tipo Camembert

O queijo tipo Camembert foi fabricado de
acordo com a metodologia sugerida por Furtado'. Em
todos os tratamentos, o leite foi padronizado quanto ao
teor de gordura (3,0%), submetido a pasteurizagao lenta
(65 °C/30 minutos, fermentado com fermento latico
composto de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris a 1% até acidez de 20 °Dornic).
Foram realizados quatro tratamentos: controle (T1) -
sem adicdo de Geotrichum candidum; e T2, T3 e T4 com
concentragdes de 0,5 U, 1 U e 1,5 U do micro-organismo,
respectivamente. A embalagem da cultura composta por
10 U corresponde a 30 mL de solugéo.

Foi adicionado em todos os tratamentos o
cloreto de célcio e coalho, permitindo-se a coagulagdo
e, posteriormente, realizou-se o corte, mexedura,
enformagem, acidificagdo da massa e salga. Os queijos
foram salgados em salmoura com 20% de sal a temperatura
de 10 °C e acidificada com dcido cloridrico a um pH
proximo ao do queijo, na faixa de 4,7-4,8. O tempo de
salga foi de 50 minutos para todos os tratamentos. Logo
apos a saida da salmoura, os queijos foram submetidos a
aplicagdo de Penicillium candidum. Apos o crescimento
do fungo (7 dias apds fabricagdo), os queijos foram
embalados em papel aluminio e mantidos a temperatura
de 8 °C até completa maturagio.

Cada formulacdo foi conduzida em condigoes
iguais e repetida trés vezes ao longo do projeto. Os queijos
foram maturados durante um periodo de 41 dias, sendo as
analises realizadas com 1,9, 17,25, 33 e 41 dias de fabricagdo.

Analises fisico-quimicas do leite pasteurizado

A determinacdo de acidez titulavel, gordura,
densidade e crioscopia foi realizada segundo a Instrugdo
Normativa n°68, de 12 de dezembro de 2006°.
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Analises fisico-quimicas do queijo tipo Camembert
com um dia de fabrica¢io

As determinagoes de gordura e sal foram
realizadas por metodologia recomentada pela Instrugdo
Normativa n° 68 do Ministério da Agricultura’, e proteina
total foi determinada pelo método Kjeldhal®.

Analises fisico-quimicas do queijo tipo Camembert
durante o periodo de maturagio

Os parametros fisico-quimicos analisados foram:
determinagdo do teor de umidade - de acordo com
International Dairy Federation Standard'; determinagdo
do pH pelo método potenciométrico'; atividade de agua
- utilizando medidor digital Aqualab modelo CX2T
- Decagon Devices; determinagiao de nitrogénio total,
nitrogénio soluvel em pH 4,6 e nitrogénio soluvel em TCA
12% - foram determinados pelo método Kjeldhal, segundo
a técnica descrita pela International Dairy Federation'’;
e determinacdo dos indices de extensido de maturacgdo e
profundidade de maturagdo - foram determinados de
acordo com Wolfschoon-Pombo'".

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em parcelas
subdivididas, tendo nas parcelas quatro tratamentos: T'1
controle (sem adi¢do do Geotrichum candidum) e T2, T3
e T4, e na sub-parcela os niveis do periodo de maturacio
(1,9, 17, 25, 33, 41 dias) de fabrica¢io. Para cada um dos
quatro tratamentos, foram executadas trés repeticdes do
queijo tipo Camembert. Cada unidade experimental foi
representada por um tanque de fabricagao de queijo, sendo
todas as analises realizadas em duplicatas. Os resultados
foram submetidos a analise de variéncia, utilizando-se o
programa SAS (Statystical Analysis System)'?, versao 9.2,
licenciado para a Universidade Federal de Vicosa.

Avalia¢ao sensorial

Os queijos foram submetidos ao teste de
aceitagdo 30 dias apds a fabricacdo, no Laboratorio de
Analise Sensorial do Departamento de Tecnologia de
Alimentos. Esse projeto foi analisado e aprovado pelo
Comité de Ftica da Universidade Federal de Vicosa,
processo 50704155828, cumprindo com os requisitos
necessarios para sua publicacéo.

Apresentou-se para 50 consumidores, em cabines
individuais, as amostras contendo aproximadamente 30
g de queijo de cada tratamento a temperatura de 20 °C,
devidamente codificadas com numeros de trés digitos e
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servidas de modo aleatdrio. Um copo de agua filtrada e
uma uva foram fornecidos aos provadores para enxaguar
a boca e diminuir a interferéncia entre as amostras.

Cada provador recebeu uma ficha de avaliagdo
para cada amostra. Foi solicitado que indicassem, na
escala hedonica de 9 pontos, o seu julgamento em relagao
aaceitagao do produto, sendo atribuido nota 9 para “gostei
extremamente” e 1 para “desgostei extremamente”™"”.

Os resultados foram submetidos ao delineamento
em blocos casualizados (DBC), utilizando-se o programa
SAS (Statystical Analysis System)' versao 9.2, licenciado
para Universidade Federal de Vicosa. As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises do leite pasteurizado utilizado na fabricac¢ao
dos queijos

O leite pasteurizado utilizado na fabricacao dos
queijos tipo Camembert apresentou composigdo fisico-
quimica dentro da faixa considerada aceitavel de acordo
com a Instru¢do Normativa n° 62, de 11 de dezembro de
2011*, nao apresentando variagdes entre as producdes.

A média do teor de gordura do leite para
fabricagao do queijo tipo Camembert foi de 3,07%.

Segundo Furtado!, na pratica ¢ comum a
padronizagao do leite para 2,7-3,0% de gordura. Pode-se
considerar, com os dados obtidos, que os valores médios
de crioscopia encontrados no leite pasteurizado utilizado
para fabrica¢do dos queijos tipo Camembert estao de
acordo com os padrdes exigidos para leite pasteurizado'.

Analises fisico-quimicas do queijo tipo Camembert
com um dia de fabricac¢io

Os teores de gordura dos quatro tratamentos
foram de aproximadamente 24%, estando de acordo
com o encontrado por Voigt et al.””, ndo apresentando
grandes variagdes entre os tratamentos. Os resultados
do teor de sal do queijo tipo Camembert T1 controle
(1,28%) encontrou-se proximo aqueles dos queijos com
Geotrichum candidum, com T2 (1,15%), T3 (1,22%), e T4
(1,18%), ja que foram fabricados utilizando salmoura com
um mesmo teor de sal e 0 mesmo tempo de salga. Porém,
estdo abaixo do teor encontrado por Voigt et al.”>. Devido
ao fato do Geotrichum candidum ser muito sensivel ao
sal, produziu-se um queijo tipo Camembert com teor
de sal na faixa de 1,15 a 1,30%, inferior ao indicado
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por Furtado!, que esta na faixa de 2,00 a 2,50%, porém,
mantendo as caracteristicas do sabor tipico do queijo
Camembert. Segundo o mesmo autor, o teor ideal de sal
para o crescimento de Geotrichum candidum é de 0,5%,
e qualquer teor superior passa a inibi-lo gradativamente.

Os valores médios dos teores de proteina dos
quatro tratamentos apresentaram-se dentro dos teores
normais de aproximadamente 18%', ndo apresentando
grandes variagdes entre os tratamentos, como esperado.
De todos os compostos presentes na massa do queijo,
a proteina é a responsavel pela elasticidade, textura e
formacdo de compostos que caracterizam o flavor e o
aroma do queijo apds a proteolise’s.

Avaliac¢io fisico-quimica durante o periodo de maturagao

Umidade

Naio foi observada diferenca (P > 0,05) entre os
tratamentos com relacao a umidade das amostras (Figura
1). Apesar de serem encontradas pequenas variagdes nas
amostras submetidas aos tratamentos, que apresentaram
umidade reduzida nos primeiros dias de fabricacido
em relacdo a amostra controle, essas diferengas nao
caracterizam alteragdes marcantes na umidade do queijo
e nem caracteriza o queijo como fora dos padroes. Os
resultados encontrados na umidade do queijo tipo
Camembert (51% a 52%, com um dia de fabricacido)
estdo dentro do padrio estabelecido por Walstra et al.*
para o queijo Camembert.

56 1
55 %
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50 1

Umidade (%)

49 1
48 1

47

1 6 11 16 21 26 31 36 41
Tempo (dias)
—@—Controle = —#—T]

-T2 —¥—T3

Figura 1. Evolugéo do teor de umidade dos queijos durante o tempo
de maturagédo para os quatro tratamentos

Segundo Furtado', o queijo tipo Camembert
deve apresentar um teor de umidade médio de 50%

apds 30 dias da fabricagdo, o que foi observado nos
resultados encontrados. A perda de umidade observada
nos primeiros dias de fabrica¢ao esta relacionada ao fato
do queijo nao estar ainda embalado, perdendo agua por
evaporagdo. Apos sua embalagem em papel aluminio,
nao foi observado grandes variagdes nos valores médios
do teor de umidade nos tratamentos.

pH

Os dados apresentados na Figura 2 indicam
a modificagdo do pH na casca e no meio do queijo,
respectivamente, durante 41 dias de maturagdo. Nao
houve diferenca (P > 0,05) dos valores de pH entre os
tratamentos durante todo o periodo de maturacéo.
Os valores do pH do queijo estio dentro daqueles
recomendados por Gripon et al.”. A Figura 2a mostra
que os tratamentos com Geotrichum candidum causaram
um aumento no pH da casca do queijo nos primeiros dias
de fabricagdo comparado com o tratamento controle,
estando em consonancia com Fox'®.

Segundo Farkye e Fox'’, durante a maturagéo, o
pH do queijo aumenta devido a formagdo de compostos
nitrogenados alcalinos ou devido ao metabolismo do
acido latico. De acordo com os mesmos autores, o pH do
Camembert aumenta de 4,8 para 7,5 na casca do queijo
apos 60 dias de maturagdo. Pode-se verificar (Figura
2b) que, no periodo de 41 dias de maturagdo, houve a
evolugdo esperada no pH dos queijos. Todas as médias
dos valores de pH na casca do queijo, apds 41 dias de
maturagio, estdo proximas de 7,0, demonstrando que, em
todos os tratamentos, observou-se uma boa capacidade
proteolitica, com libera¢do de compostos aminados, que
tendem a neutralizar a acidez natural da massa do queijo.

Atividade de dgua

De acordo com as andlises, ndo houve diferenca
(P > 0,05) entre as médias da atividade de agua (Aw) entre
os quatro tratamentos durante o periodo de maturagdo
(Figura 3). Observou-se diminui¢do (P < 0,05) da Aw
durante o periodo de maturagio do queijo para os
diferentes tratamentos, ocorrida provavelmente pelas
reagdes proteoliticas que contribuiram para o aumento
dos grupamentos idnicos capazes de fixar agua®. A Aw
do queijo ¢ influenciada basicamente por trés elementos:
(i) teor de umidade do queijo, quanto mais alto o teor de
umidade, mais alta a Aw (mantendo-se fixo o teor de sal
no queijo); (ii) teor de sal no queijo, é o elemento mais
importante devido ao baixo peso molecular do sal e sua alta
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solubilidade; e (iii) indice de maturagdo do queijo, expresso
pela profundidade da maturagao, ou seja, arelagao NPN/NT
(Nitrogénio nao proteico/nitrogénio total)*'. A fragdo NPN
¢ constituida em grande parte por aminodacidos, muitos dos
quais de cadeias laterais com grupos polares ou ionizaveis
que interagem facilmente com a dgua, diminuindo a Aw. A
Aw representa um fator importante para o crescimento dos
micro-organismos e influencia as reagdes enzimaticas que
ocorrem no queijo durante a maturagao®.
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Figura 2. Médias dos resultados dos valores de pH da casca (A) e do
meio (B) dos queijos em fungao do tempo de maturagao
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Figura 3. Médias dos resultados da atividade de d4gua (Aw) dos quei-
jos em fungao do tempo de maturagdo
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Indice de extensdo de maturacdo

A extensdo da maturagdo é um fator indicativo
da protedlise primaria e ocorre principalmente pela acdo
proteolitica do coalho ou coagulante residual no queijo,
sobre a asl-caseina e, em menor escala, sobre a B-caseina,
dando origem a peptideos de alto e médio peso molecular®.

Nao houve diferenca (P > 0,05) entre as médias dos
quatro tratamentos no indice de extensido de maturacio.
A andlise de varidncia mostrou um efeito significativo
(P < 0,05) dos valores desse indice com o tempo de
maturagio. As curvas da evolucdo do indice de maturacio
estdo representadas na Figura 4. Durante o periodo de
estocagem, foi observado um aumento dos teores de
nitrogénio soluvel em pH 4,6, em razdo da proteolise.
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1 6 1 16 21 26 31 36 41
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—8—Controle  —#T1 ——T2 T3

Figura 4. Médias do indice de extensdo de maturaciao (IEM) dos quei-
jos em fungao do tempo de maturagao

Indice de profundidade de maturagdo

O indice de profundidade de maturacio estd
relacionado com a presenca de enzimas proteoliticas
oriundas de micro-organismos, que hidrolisam os
peptideos resultantes da acdo do coalho e da plasmina
sobre as caseinas®.

As curvas representando a evolucdo do indice
de profundidade durante o periodo de maturagdo estio
representadas na Figura 5. A analise de variancia mostrou
diferenca (P<0,05) nos valores desse indice com o tempo de
maturacio. Ao observar essas curvas, verifica-se que ocorreu
efetivamente um aumento no processo de maturacdo nos
primeiros dias de maturacio para todos os tratamentos.

Embora nio tenham sido encontradas diferencas
(P > 0,05), os tratamentos com Geotrichum candidum
tiveram valores médios de indices de profundidade de
matura¢gdo mais elevados que o tratamento controle.
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Esses resultados podem ser explicados pela presenca
de substdncias nitrogenadas de baixo peso molecular,
principalmente em virtude da agdo proteolitica das
enzimas microbianas'®®. A presenca do Geotrichum
candidum pode ter contribuido para o aumento desse
indice, pois, segundo Furtado’, este micro-organismo
possui uma forte atividade aminopeptidasica, a qual
contribui para o aumento do indice de profundidade
de matura¢do do queijo. Esse aumento de substancias
de baixo peso molecular contribui no aroma e sabor
do queijo, fato observado na analise sensorial, onde
observou-se médias superiores de aceitacao do queijo
tipo Camembert elaborado com a utilizagdo de maior
concentracdo de Geotrichum candidum.
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Figura 5. Médias dos indices de profundidade de maturagdo (IPM)
dos quatro tratamentos em fung¢do do tempo de maturagido

Analise sensorial

Deacordo com osdados obtidos, tanto o queijo tipo
Camembert controle T1 (média 7,30) como os tratamentos
T2 (média 7,76), T3 (média 7,80) e T4 (média 8,13)
obtiveram notas que se encontraram na faixa de “gostei
moderadamente” a “gostei extremamente’, indicando boa
aceitacdo dos provadores. Nao houve diferenca (P > 0,05)
entre as médias do tratamento 2 e tratamento 3, ficando
entre “gostei muito” e “gostei extremamente” na escala
hedonica. O tratamento 3 obteve uma média superior (P
< 0,05) ao tratamento 1 e ao controle, demonstrando que
houve contribuicio de Geotrichum candidum na aceita¢ao
do queijo. As médias do tratamento 1, 2 e o controle
ndo diferiram ao nivel de 5% de probabilidade, ficando
entre “gostei moderadamente” e “gostei muito”. Pode-se
observar nos resultados que, ao aumentar a dosagem de
Geotrichum candidum, houve aumento da aceitagdo do
queijo pelos provadores.

CONCLUSAO

Na analise sensorial, o queijo que recebeu maior
dose de Geotrichum candidum obteve pontuacdo média
superior ao queijo controle, demonstrando que sua adigao
ao leite para a fabrica¢do do queijo tipo Camembert
proporciona uma melhoria no seu sabor.

Com os dados obtidos, conclui-se que a
utilizagdo do Geotrichum candidum na fabricacdo
do queijo Camembert pode ser uma boa alternativa
para as industrias que desejam um produto com boa
aceitabilidade e com caracteristicas semelhantes ao
tradicional queijo Camembert.
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RESUMO

Neste estudo, foram feitas retrospectivamente trés andlises: (1) avaliagdo da concentragdo de flior, na
forma de fluoreto (F), nas d4guas de abastecimento publico de Sao José do Rio Preto (SJRP) (SP), de janeiro
de 2003 a agosto de 2011, cuja analise foi efetuada por potenciometria com ion seletivo; (2) avalia¢do da
concentragdo de flior nas d4guas provenientes dos bebedouros das escolas municipais de Nova Alianga (NA)
(SP), de agosto de 2010 a agosto de 2011, utilizando-se os principios do heterocontrole; e (3) avaliagao
da variabilidade da fluoretagdo sob a dptica do beneficio (maxima redugio da cdrie dentdria) e do risco
(ocorréncia de fluorose dental). Os resultados obtidos apontaram que houve falhas na fluoretagao. Em SJRP
e em NA, respectivamente, apenas 53% e 23% das amostras apresentaram niveis de F- legalmente aceitos.
Considerando-se a combinagdo de beneficio maximo e risco baixo, enquadraram-se 56% das amostras
de SJRP e 32% das amostras de NA. Este estudo apontou que os principios do heterocontrole foram
fundamentais para efetuar a identificagdo de falhas na fluoretagio, pois, para que se tenha maxima eficiéncia,
o nivel de flior deve manter-se no denominado “nivel 6timo” e de forma ininterrupta por longos periodos.
Palavras-chave. dgua de abastecimento, fluoretacio, carie dentaria, vigilancia sanitaria, controle interno-
externo, heterocontrole.

ABSTRACT

As a retrospective study, this investigation aimed at evaluating three issues. Firstly, to assess the fluoride rates,
measured as fluorine (F'), in water samples from public water supplies of Sao José do Rio Preto (SJRP) (SP),
from January 2003 to August 2011, by using potenciometric methodology with ion-selective, and following
the guidelines established by State Legislation. Secondly, to evaluate the fluoride rates in samples from water
fountains at public schools of Nova Alianga (NA) (SP), from August 2010 to August 2011, by using the
guidelines of external control. The third was to evaluate the fluoridation variability by the viewpoint on the
benefit (maximum reduction of tooth decays) and on the risk (occurrence of dental fluorosis). The results
indicated a failure in fluoridation. In SJRP and NA only 53% and 23% of samples, respectively, showed legally
permitted fluoride contents. The combination of the fluoridation maximum benefit and the low risk fitted
in 56% of samples from SJRP and 32% of samples from NA. These findings indicated that the guidelines of
external control were the key for identifying the fluoridation process failure, as for achieving the maximum
efficiency, the fluoride level should be continuously maintained in the so-called “optimal level” for long periods.
Keywords. water supply, fluoridation, dental caries, health surveillance, internal-external control, external
control.
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INTRODUCAO

A fluoretagdo da agua de abastecimento publico
(FAAP) é considerada o método coletivo mais eficaz de
prevencdo da carie dentaria, de melhor relagao custo-
beneficio, por ser capaz de atingir todos os segmentos
da popula¢io, independentemente da idade e do nivel
socioecondmico ou cultural'”.

Mesmo a agua fluoretada nao sendo a tinica fonte
significativa de flior disponivel, estudos continuam a
mostrar que essa medida contribui em 20% na redugéo
de carie de esmalte em criancas®”.

Os resultados do levantamento epidemioldgico de
2003¢, realizado em ambito nacional, mostraram de uma
forma geral que, até os 12 anos, as diferengas sao marcantes
entre municipios com e sem flior na agua. Houve uma
melhor situacdo com relacdo a doenca cérie para os
municipios com dgua de abastecimento fluoretada, expressa
tanto em termos do indice CPO (soma dos dentes cariados,
perdidos ou obturados) quanto com rela¢ao ao percentual
de criangas livres de carie. E importante ressaltar, contudo,
que este estudo nao teve como objetivo verificar a eficacia
da fluoretagdo das aguas, e essas diferencas nao devem ser
creditadas em sua totalidade a presenca de fltior na agua. A
prevaléncia de fluorose dentdria em criancas de 12 anos de
idade, no Brasil, em 2010, foi de 16,7%, sendo que 15,1%
foram representados pelos niveis de severidade muito leve
(10,8%) e leve (4,3%). Fluorose moderada foi identificada
em 1,5% das criancas. O percentual de examinados com
fluorose grave pode ser considerado nulo’. Portanto,
considerando os estudos de &mbito nacional supracitados
e levando em consideracio os riscos e beneficios da
fluoretacao da agua de abastecimento publico, ja que muitas
pessoas ndo tém acesso a outras fontes de fluoretos, como
os dentifricios, de forma alguma se justifica a paralisagdo
da fluoretacao da agua de abastecimento publico visando a
prevencao da fluorose dentaria®.

Para que a FAAP tenha maxima eficiéncia, o
nivel de flior deve manter-se no denominado “nivel
6timo” e de forma ininterrupta por longos periodos’.
Para assegurar tal condigdo, o controle externo da FAAP
por diferentes grupos sociais (heterocontrole) faz-se
necessario, uma vez que s6 o controle interno pode ser
ineficiente, devido ao método utilizado ou a caréncia de
pessoal devidamente treinado'**.

Para Narvai'?, o conceito de heterocontrole refere-
se ao principio segundo o qual, se um bem ou servigo
qualquer implica risco ou representa fator de protegdo
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para a saude publica, entdo, além do controle do produtor
sobre o processo de producio, distribuicio e consumo,
deve haver controle por parte das instituicoes do Estado.

Varios autores'*®, e também o relatério do
Programa de Vigilancia da Qualidade da Agua para
Consumo Humano (Proagua) no Estado de Sao Paulo'®",
apontaram em seus relatos ainadequagao dos teores de flior
na agua de abastecimento publico em municipios, o que
reafirma a importancia do heterocontrole. A importancia
do heterocontrole pode ser notada quando comparados
os dados de um estudo prévio obtido por Buzalaf et al.’s,
com os resultados de Ramires et al.”®. Este ultimo observou
uma melhoria nas condigdes de fluoretacdo da agua de
abastecimento no municipio de Bauru, onde cerca de 85%
das amostras coletadas foram classificadas como aceitaveis
(0,55-0,84 mg/L F), e concluiu que a implantagio do
monitoramento da fluoretagao da dgua de abastecimento
por sistemas de vigilancia deve ser incentivada, sendo
fundamental para o controle da carie dentaria.

O Estado de Séo Paulo possui uma Resolucio que
define os teores de fluoreto nas aguas de abastecimento
publico, considerando a variacio da média da
temperatura, que encontra-se na faixa de 16,4 a 33,9 °C,
e assim estabelece que o teor de fltior ideal nas aguas
destinadas ao consumo humano é de 0,7 mg/L F em todo
o Estado de Sao Paulo, sendo consideradas dentro do
padrao de potabilidade as aguas que apresentarem teores
de fluoreto na faixa de 0,6 a 0,8 mg/L F*.

O monitoramento do teor de flior da agua
para abastecimento publico visa gerar conhecimentos
e informagdes fundamentais a vigilancia sanitaria, em
relagdo ao beneficio e ao risco aos quais a popula¢io se
expdOe ao consumir essa agua. Devido ao fato comprovado
de que a fluoretacdo diminui a carie dentdria, e o excesso
de flior pode levar a fluorose dentaria, é imprescindivel
a manutencio dos niveis de flaor de acordo com a norma
legal vigente®.

Esta pesquisa teve por objetivos, por meio de
um estudo retrospectivo, avaliar a concentracao de flior,
medida como fluoreto (F), por potenciometria com ion
seletivo, nas aguas de abastecimento publico de Sao José do
Rio Preto (SP), no periodo de janeiro de 2003 a agosto de
2011, deacordo com o preconizado na resolugao em vigor>;
avaliar a concentragao de fltior nas dguas provenientes dos
bebedouros das escolas municipais de Nova Alianga (SP),
no periodo de agosto de 2010 a agosto de 2011, utilizando
os principios do heterocontrole'?'%; e avaliar a variabilidade
da FAAP sob a optica do beneficio e risco.
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MATERIAL E METODOS

Estudo retrospectivo

Foi realizado um estudo retrospectivo baseado nos
laudos emitidos pelo Instituto Adolfo Lutz — Centro de
Laboratdrio Regional de Sao José do Rio Preto-X (IAL CLR
SJRP-X), referentes as 1.050 analises das amostras de agua
de abastecimento publico (cavalete) do municipio de Sao
José do Rio Preto, realizadas entre janeiro 2003 e agosto de
2011, e 65 amostras das aguas dos bebedouros das escolas
do municipio de Nova Alianga, no periodo de agosto de
2010 a agosto de 2011, sendo todas as amostras analisadas
no laboratorio de Fisico-Quimica do IAL CLR SJRP-X.

Foram consideradas também informagdes
fornecidas pelos agentes sanitarios responsaveis pelas
coletas das amostras, como: data da entrada da amostra
(dia, més e ano), sazonalidade e endereco da coleta da
amostra (rua, bairro e regiao).

Amostragem

Amostras de dgua de abastecimento ptiblico de Sio José do
Rio Preto

Sao José do Rio Preto localiza-se na Regido
Sudeste do Brasil e Noroeste do Estado de Sao Paulo,
onde a temperatura média anual é de 23,6 °C, sendo que
a média das temperaturas minimas é de 17 °C e a média
das temperaturas maximas é de 30,4 °C. A popula¢io é de
408.435 habitantes (94% na zona urbana) e o municipio é
abastecido pelo Servico Municipal Auténomo de Agua e
Esgoto (SeMAE), que é o 6rgao responsavel pelo servigo
de abastecimento de dgua (captagdo, adugao, tratamento,
reserva e distribuicao de dgua potavel), atendendo 106
mil ligacdes prediais pela rede publica de distribuigao,
segundo o ultimo censo demografico (Censo 2010)**.

A fluoretagao é feita com o fldor sob a forma de
acido fluossilicico e com bombeamento automatico.

Para o estudo em pauta, as amostras de agua foram
coletadas em duplicata, diretamente das torneiras dos
cavaletes, em frascos plasticos de 100 mL, identificados e
etiquetados (coletor, ponto de coleta, local da coleta e data)
e previamente enxaguados com a agua da torneira. A coleta
foi realizada uma vez por semana pelos técnicos do 6rgao
de vigilancia sanitaria municipal, conforme cronograma
estabelecido pelo Proagua.

As amostras coletadas e analisadas, no periodo de
janeiro 2003 aagosto de 2011, foram classificadas segundo
a concentracdo de fluor encontrada, considerando a

legislacao vigente (Resolugdo SS 250, de 15 de agosto de
1995, da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo),
que define os teores de concentragdo do ion fluoreto nas
aguas para consumo humano fornecidas por sistemas
publicos de abastecimento e a variabilidade da FAAP sob
a optica do beneficio e risco'”.

Amostras de dgua dos bebedouros das Escolas Municipais
de Ensino Fundamental de Nova Alian¢a

Nova Alianca localiza-se a aproximadamente
30 km de Sao José do Rio Preto, integrando a sua
microrregido, e a temperatura média anual é de 23,4
°C, sendo que a média das temperaturas minimas é
de 16,7 °C e a média das temperaturas maximas é de
30,2 °C*. A populagdo é de 5.891 habitantes (83% na
zona urbana)*, abastecida pelo Servico Municipal
Auténomo de Agua e Esgoto, e a fluoretagdo é feita
com o fldor sob a forma de Acido Fluossilicico e com
bombeamento automatico.

Para a avaliacdo pretendida no estudo, foram
analisadas 65 amostras de agua dos bebedouros de cinco
Escolas Municipais de Ensino Fundamental de Nova
Alianga, durante 13 meses (de agosto de 2010 a agosto de
2011), codificadas como: A, B, C,D e E.

As amostras foram coletadas em triplicata em
frascos plasticos de 100 mL, identificados, etiquetados
e previamente enxaguados com a propria dgua a ser
analisada. Depois de coletadas, as amostras foram
encaminhadas ao laboratorio de Fisico-Quimica do TAL-
CRL SJRP-X.

Dosagem de flior

A determinacdo do ion fluoreto em aguas,
segundo preconizado no livro Meétodos fisico-quimicos
para andlise de alimentos”, normas estas editadas
institucionalmente pelo Instituto Adolfo Lutz. O método
potenciométrico com eletrodo ion-seletivo é o mais
indicado e adequado para dosagem de concentragdes
acimade 0,2 mg/L de F, devido a alta seletividade, melhor
linearidade, menor susceptibilidade a interferentes,
simplicidade e rapidez**%. Para as condi¢des de
concentragdo e interferentes encontrados nas amostras
de aguas de abastecimento publico, é recomendado o
tampao TISSAB III, cuja relagido entre os volumes de
tampdo e amostra é de 1:10, com volume final de 55 mL.

Quanto ao eletrodo combinado de ion seletivo
para ion fluoreto utilizado neste estudo (Thermo Orion

[onplus), apresenta uma membrana plana (fluoreto de
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lantdnio) na extremidade, que toca paralelamente a
superficie do liquido®.

A linearidade do método foi calculada a partir da
equacdo da regressao linear, pelo método dos minimos
quadrados e observando-se o coeficiente de correlacao
linear (R?). Segundo as instrugdes preconizadas pelo
Inmetro®*, um valor maior que 0,90 é usualmente
requerido. O limite de detec¢do (LD) foi estudado ao
nivel de 0,1 mg/L de F e apresentou coeficiente de
varia¢do de 8,9%.

A porcentagem de recuperagio do ion fluor
foi estimada pela analise de amostras com adicdo de
quantidades conhecidas de padrao®.

A precisao foi determinada por meio da
repetitividade, expressa como coeficiente de variacio,
e a exatiddo foi calculada em fungdo do erro relativo,
empregando-se solugdes-padrdo de concentragdes
conhecidas®®?% 3,

RESULTADO E DISCUSSAO

Estudo retrospectivo

Das 1050 amostras analisadas e seus respectivos
laudos emitidos no periodo de janeiro de 2003 a agosto de
2011, 278 (26,48%) foram reprovadas por apresentarem
teor de fluor < 0,6 mg/L de F; 212 (20,19%) por
apresentarem teor de flior > 0,8 mg/L de F, o que resultou
também em laudo condenatério. O total de 560 (53,33%)
apresentou teor de fluor adequado (entre 0,6 e 0,8 mg/L
de F), estando de acordo com a legislacdo vigente.

AFAAP pressupdeaadicio controladae constante
de teor predeterminado de fluor. Estudo colaborativo,
como o publicado no “Documento de consenso técnico -
classificagdo de aguas de abastecimento publico segundo
o teor de flior™, propde avaliar aadequacido dos teores de
flior em aguas, levando-se em conta, simultaneamente,
o beneficio e o risco, e assim observou-se que, para
localidades em que as médias das temperaturas maximas
se situam entre 26,3 e 32,5 °C, como na regido estudada,
a melhor combinagido beneficio-risco ocorre na faixa de
0,5520,84 mg/L de F, promovendo a maxima redugdo da
carie dentaria com baixo risco para fluorose dental, e que,
quando esse teor excede a 0,85 mg/L de F, predispoe a
populagao a um risco moderado e acima de 1,15 mg/L de
F, e o risco para fluorose dental passa a ser considerado
alto, aliado a um beneficio questionavel.

Avaliando os resultados obtidos no presente
estudo, consideradas as dimensdes relacionadas com o
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beneficio de prevenir carie e o risco de produzir fluorose,
temos que, das 1.050 amostras analisadas 260 (24,77%)
apresentaram concentragdes de fluor que proporcionam
beneficio insignificante a minimo e risco insignificante
a baixo; 184 (17,52%) apresentaram fluoretacdo com
beneficio maximo porém, risco moderado; 21 (2%),
beneficio questionavel a maleficio e risco de alto a muito
alto; e 585 (55,71%) apresentaram a combinacdo de
beneficio maximo e risco baixo.

Existe a necessidade de medidas de controle
e heterocontrole permanentes, por meio das acdes de
vigilancia sanitaria, para garantir a homogeneidade da
FAAP, uma vez que as concentragdes de flior encontradas
podem promover o aparecimento da fluorose dentaria®,
especialmente em 2008, quando foi detectado o maior
teor de fltior (1,75 mg/L de F'), e em 2009, quando ocorreu
sucessao de meses com o fornecimento daagua comaté 1,45
mg/L de F, enquanto nos outros anos foram observadas
concentragdes sem significado preventivo anticarie.

A experiéncia acumulada ao longo dos mais de
quinze anos de agdes continuas do Proagua ainda nao foi
suficiente para reduzir a vulnerabilidade da populacio,
devido a variabilidade encontrada. Hé de se destacar que
foram encontrados teores de fliior abaixo (< 0,6 mg/L
de F) e acima (> 0,8 mg/L de F) do recomendado pela
legislagao®, em varios meses dos anos estudados.

Por outro lado, analisando a variabilidade da
FAAP sob a dptica do beneficio e risco, destacamos
que niveis insignificantes (< 0,44 mg/L de F) estiveram
presentes em todos os anos do periodo estudado, situacdo
constatada em 260 (24,77%) amostras, assim como niveis
que acarretam risco moderado a muito alto (0,85 a > 1,45
mg/L de F") em 205 (19,5%) amostras analisadas.

O documento que expressa o consenso técnico
sobre a FAAP registra que, no universo de pelo menos 36
amostras/ano, flutuacoes breves e pequenas dos teores de
flior na agua ndo comprometem seus beneficios, porém
a constatacao de teores de risco moderado, alto, ou muito
alto requer agdes de controle?.

Os resultados encontrados apontaram que
os principios do heterocontrole foram fundamentais
para a identificagdo das possiveis falhas no processo
da fluoretacdo, pois, para que a FAAP tenha maxima
eficiéncia, o nivel de flior deve manter-se no denominado
“nivel 6timo” e de forma ininterrupta por longos periodos’.

O nivel 6timo, considerando o aspecto beneficio
(prevenir carie) - risco (produzir fluorose), situa-se entre
0,55¢0,84 mg/L de F, e, de acordo com a legislagao vigente,
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entre 0,6 e 0,8 mg/L de F. Assim, das 1.050 amostras
analisadas, enquadram-se nesses aspectos 585 (55,71%)
e 560 (53,33%) amostras, respectivamente. As falhas na
fluoretacao foram reveladas por cerca de 46% das amostras,
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0 que deixa a popula¢do vulneravel quanto ao aspecto
de satde bucal, independentemente do enquadramento
das aguas, e essa situagdo se repetiu por varios meses
consecutivos, conforme apresentado na Figura 1.

Amostras enquadradas segundo:

++ Resolucgido SS 250/95

»> Optica beneficio-risco

Intervalos dos teores de F- (mg/L)

Mimero de amostras analisadas

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

<0,60
0,60-0,80
0,80-1,0
<0,44
0,45-0,54
0,55-0,84
0,85-1,14
1,15-1,44
>1,45

s | +%

2010 201

Figura 1. Distribuigao anual das amostras de agua de abastecimento publico de Sdo José do Rio Preto-SP, enquadradas por niveis de flior (mg/L
de F) de acordo com a Resolugdo SS 250/1995 e sob a 6ptica do beneficio (méaxima redugao da carie dentaria) e risco (ocorréncia de fluorose

dental), no periodo de janeiro de 2003 a agosto 2011

Agua dos bebedouros das Escolas Municipais de
Ensino Fundamental de Nova Alianca

Apds 13 meses de coleta e andlise da agua
oferecida aos alunos das cinco escolas envolvidas
no projeto, os resultados analisados sob a optica do
beneficio e risco revelaram que niveis insignificantes
a minimos, aliados a risco baixo (<0,54 mg/L de F),
estiveram presentes durante varios meses consecutivos,
situacdo constatada em 28 (43,08%) amostras; niveis que
proporcionam maximo beneficio e risco baixo (0,55 a
0,84 mg/L de F) ocorreram em 21 (32,31%) das amostras
analisadas; e niveis que acarretam risco moderado a alto
estiveram presentes em 16 (24,61%), distribuidos de
maneira aleatéria ao longo do periodo estudado.

Sobadpticadalegislagio em vigor, das 65 amostras
analisadas no periodo de agosto 2010 a agosto de 2011, 34
(52,31%) foram reprovadas por apresentarem teor de fluor
< 0,6 mg/L de F; e 16 (24,61%) por apresentarem teor de
flaor > 0,8 mg/L de F. O total de 15 (23,08%) apresentou
teor de fluor adequado (entre 0,6 e 0,8 mg/L de F).

Como uma informacio adicional para o presente
estudo, foram levantados os dados do Proagua, de agosto de
2010 a agosto de 2011, referentes aos teores de fliior da dgua
de abastecimento publico do municipio de Nova Alianca.
E, assim, a Figura 2 apresenta a frequéncia dos teores
médios de fltior a que a populagio ficou exposta, durante os
13 meses, relacionando-os com os teores de flior dosados
nas aguas oferecidas nos bebedouros das cinco escolas
monitoradas, segundo o enquadramento legal e o proposto
no documento publicado pelo CECOL-USP-2011%.

A FAAP, com garantia da manutengdo da
concentragio adequada de flGor, é um método
populacional efetivo para a prevencio e controle da carie
dentaria. Além disso, a agua deve ser oferecida, nessas
condi¢des, de maneira permanente, para que o resultado
seja concretizado.

A situagdo da agua das escolas estudadas indicou
falhas na FAAP, pois itens como: concentra¢io adequada
de fltior; garantia e eficacia da fluoretagdo; e manutengao
adequada e permanente dos niveis de flior ndo foram
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respeitados. E, assim, os principios do heterocontrole
foram fundamentais para apontar possiveis falhas no
processo de FAAP. Portanto, tornam-se necessarias

medidas corretivas no sistema de fluoretacdo para
beneficiar os escolares com um dos maiores avangos da
saude publica, qual seja, a prevencao da carie dentdria’.

Intervalos dos teores de F- (mg/L)
¢ <0,60

0O 0,60-0,80

4 0,80-10

o <0,44

% 0,45-0,54

+ 0,55-0,84

- 0,85-1,14

- 1,15-1,44

Figura 2. Distribui¢do das frequéncias dos valores médios dos teores de flior (mg/L de F), na agua de abastecimento publico do municipio de
Nova Alianga-SP (NA) e das escolas municipais (A, B, C, D, E) de acordo com a Resolugio SS 250/1995 e sob a dptica do beneficio (maxima
redugio da cdrie dentdria) e risco (ocorréncia de fluorose dental), no periodo de agosto 2010 a agosto 2011

CONCLUSAO

Tal estudo contribuird para a identificacdo de
possiveis falhas na FAAP, visando fornecer subsidios
aos servigos de abastecimento e 6rgaos de vigilancia em
satude, para controle e preven¢do da cérie dentdria, e
também para melhoria das condi¢des e qualidade de vida
das criancas, principalmente durante a fase de erup¢io
dos dentes. Além disso, contribuirda também para que
os Orgdos de vigilancia possam avaliar a qualidade
da fluoretacdo da agua, considerando a associagdo de
beneficio (maxima redugdo da carie dentdria) e risco
(ocorréncia de fluorose dental).
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RESUMO

As aguas de solugoes alternativas coletivas de abastecimento (SAC) nos municipios situados no noroeste
do estado de Sao Paulo foram avaliadas quanto a qualidade bacterioldgica e ao teor de cloro residual livre
(CRL), de acordo com a Portaria n° 518 do Ministério da Satde. Entre 2004 e 2010, foram analisadas 3.564
amostras de 66 municipios da area de abrangéncia do Grupo de Vigilancia Sanitaria 29 - Sao José do Rio
Preto (GVS 29 - SJRP-SP) e de 26 municipios do GVS 30-Jales. Das amostras em desacordo (1.775) daregido
de abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP, observou-se que 1.201 (67,7 %), 1.107 (62,4 %) e 256 (14,4 %) foram
ndo conformes, respectivamente, em pelo menos um dos seguintes parametros: CRL, coliformes totais e
C. termotolerantes/Escherichia coli. Quanto as amostras em desacordo da regido do GVS 30-Jales (317), os
ndmeros foram: 104 (32,8%), 257 (81,0%) e 82 (25,9%). Considerando-se a identificagdo de indicadores de
contaminagdo das aguas dos SAC, este estudo fornece subsidios aos servigos de abastecimento de agua e
de vigilancia em satde para implementar o controle e a preven¢ao de doengas de transmissao e de origem
hidrica e para melhoria das condi¢des e qualidade de vida das comunidades abrangidas.

Palavras-chave. qualidade da agua, abastecimento de agua, cloragdo, vigildncia sanitaria, prevengio e
controle, critérios de qualidade da agua.

ABSTRACT

The water from alternative public supply (APS) in the northwestern municipalities of Sdo Paulo state were
evaluated on the bacteriological quality and on the free residual chlorine (FRC) contents, by following the
guidelines established by Decree n° 518 of the Ministry of Health. During the period from 2004 to 2010, 3,564
samples were analyzed, which were collected from 66 municipalities in the area covered by Health Surveillance
Group (GVS) 29-S3o José do Rio Preto (GVS 29 - SJRP-SP) and from 26 municipalities of GVS 30-]Jales.
Among the non-complying samples from GVS 29 - SJRP-SP area (1,775), 1,201 (67.7 %), 1,107 (62.4 %) and
256 (14.4 %) showed noncompliant values at least in one of the following parameters: FRC, total coliforms and
thermotolerant coliforms/Escherichia coli, respectively. The noncompliant samples collected from the region
covered by the GVS-30 - Jales were of 104 (32.8%), 257 (81.0%) e 82 (25.9%). As the contamination indicators
for drinking water from SAC were identified, this study provides support to the water supply services and to
the health surveillance for implementing the control and the prevention of waterborne diseases transmission,
and for improving the life conditions and quality of the covered communities.

Keywords. water quality, water supply, chlorination, health surveillance, prevention and control, water
quality criteria.

514 Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(3):514-9



Teixeira ISC, Peresi JTM, Silva SIL, Ribeiro AK, Graciano RAS, Povinelli RE, et al. Solugao alternativa coletiva de abastecimento de agua (SAC):
avaliagdo da qualidade bacterioldgica e da cloragdo. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2012; 71(3):514-9.

INTRODUCAO

A 4gua, indispensavel para a vida humana, pode
atuar como um reservatdrio de diversos tipos de patégenos
como parasitas, fungos, virus e bactérias, e estd diretamente
relacionada com doengas de origem hidrica'.

Asdguassuperficiais eas deaquiferos subterraneos
contém uma série de substincias presentes naturalmente
no meio ambiente, tais como sais dissolvidos, particulas
em suspensio e micro-organismos e, para serem
destinadas ao consumo, necessitam de tratamento
que melhore suas caracteristicas organoléticas, fisicas,
quimicas e bacterioldgicas®.

A utilizagao de 4dguas subterraneas tem
aumentado muito nos ultimos anos e, em algumas
cidades, é crescente o numero de comunidades que tém
optado pelo uso exclusivo desse recurso em substituicdo a
captacgdo de agua superficial, cujo aproveitamento requer
formas progressivamente mais onerosas de tratamento’.

No Brasil, aqualidade daagua potavel ¢ normatizada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério
da Satde (Anvisa-MS), que define os pardmetros
organoléticos, fisicos, quimicos e bacterioldgicos®.

A partir do ano de 2004, com a implanta¢io no
cronograma do Programa de Vigilancia da Qualidade da
Agua para Consumo Humano - SP (Prodgua), de coletas
de amostras de aguas das solugoes alternativas coletivas de
abastecimento (SAC) (toda modalidade de abastecimento
distinta do sistema publico incluindo, entre outras, fonte,
pogos ou chafarizes comunitérios, distribuigao por veiculo
transportador, instalagdes condominiais horizontais e
verticais, clubes e hotéis), tornou-se necessaria a avaliagdo
dos padroes de qualidade da d4gua para verificar aadequagao
dos servigos de abastecimento ao longo dos anos, sendo
essencial a protecdo da saide e das condi¢des de vida de
uma comunidade, principalmente no que se refere ao
controle e prevencdo de doengas de veiculacio hidrica®.

A evidenciagdo de agentes patogénicos na agua
ocorre por métodos indiretos de investigagao da presenca
ou auséncia de bactérias de origem fecal, pesquisando-se
bactérias indicadoras do grupo coliforme®.

Alguns elementos quimicos podem estar presentes
nas aguas intencionalmente, como o cloro, por exemplo,
que é o produto mais utilizado na etapa de desinfec¢ao da
agua. Quando o cloro é adicionado a agua, produz diferentes
reagdes quimicas, e ha também o imediato consumo deste
cloro pela matéria organica presente na agua. E, assim,
maiores quantidades de cloro deverao ser adicionadas para

garantir a permanéncia de cloro residual livre (CRL) na agua
de consumo’, sendo muito importante que exista CRL em
todos os pontos da rede de distribui¢do, constituindo um
indicador eficaz, imediato e barato que permite monitorar e
assegurar a qualidade bacterioldgica da agua.

A cloragdo, aliada a outras etapas do processo de
tratamento da agua, ¢ eficiente na inativa¢ao de bactérias,
e a agua resultante atinge a especificagdo de potabilidade
quanto ao parametro microbiolégico®. Para garantir
tal condicdo, faz-se necessario o controle externo por
diferentes grupos, como instituicbes publicas, uma
vez que sO o controle interno, realizado pela empresa
responsavel pelo sistema de abastecimento de agua,
pode ser insuficiente. E, assim, o heterocontrole, que é o
principio segundo o qual, se um bem ou servico qualquer
implica risco ou representa fator de prote¢do para a saude
publica, deve ser executado em seu beneficio’.

Este estudo teve por objetivo avaliar a qualidade
bacterioldgica e o teor de CRL em amostras de agua
oriundas de SAC de municipios situados no noroeste
do Estado de Sdo Paulo, no periodo de 2004 a 2010. Tal
estudo contribui para a identificacio de indicadores de
contaminac¢ao das aguas dos SAC, fornecendo subsidios
aos servigos de abastecimento e érgaos de vigilancia em
saude para controle e prevencio de doencas de transmissao
e de origem hidrica, para melhoria das condigdes e
qualidade de vida das comunidades em questao.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 3.564 amostras de agua de SAC
provenientes de 66 municipios pertencentes a drea de
abrangéncia do Grupo de Vigildncia Sanitaria (GVS) 29
- Sdo José do Rio Preto (GVS 29 — SJRP-SP) e de 26 do
GVS 30- Jales-SP, no periodo de 2004 a 2010.

Para o estudo retrospectivo sobre o teor de CRL,
bem como para obten¢do de outras informagoes gerais
sobre as amostras de dgua, foram avaliadas as fichas de
coleta enviadas pelas vigilancias sanitarias municipais -
VISAs, semanalmente, com os resultados das dosagens
do CRL obtidos, expressos em mg/L de cloro, no periodo
estudado.

A dosagem do teor de CRL foi realizada em campo
pelos profissionais das VISAs, pelo método colorimétrico
com o reagente DPD (dietilfenileno diamina). Tal reagao
ocorre entre as p-diaminas aromdticas incolores e os
oxidantes, como o cloro, formando as semi-quinonas de
coloragéo violeta-avermelhada’®.
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Foram consideradas, nas fichas de coletas,
informagdes como: data da entrada da amostra (dia, més
e ano), sazonalidade, endere¢o da coleta da amostra (rua,
bairro e regido) e teor de cloro medido.

As amostras avaliadas foram classificadas,
segundo o teor de cloro, em satisfatorias (teor de cloro
minimo de 0,2 mg/L) ou insatisfatérias (teores de cloro
menores de 0,2 mg/L).

Os pardmetros CLR, coliformes totais e
coliformes termotolerantes/Escherichia coli (C. term/E.
coli) foram avaliados segundo os padrodes fixados pela
Portaria 518/2004 - Anvisa-MS*, que estabelecia, no
periodo estudado, os procedimentos e responsabilidades
relativas ao controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seus padrdes de potabilidade.

Os ensaios bacterioldgicos foram executados
segundo o método recomendado pelo Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater®, sendo
empregados, conforme disponibilidade, as técnicas de
membrana filtrante ou substrato cromogénico definido
ONPG-MUG*!.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 2.334 e 563 amostras analisadas da regido de

abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP (exceto municipio de
Sao José do Rio Preto — SJRP-SP) e GVS 30 - Jales, 1.326
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Figura 1. Distribuicdo percentual, por parametro, das amostras de SAC
em desacordo dos 65 municipios da area de abrangéncia do GVS 29 -
SJRP, 2004-2010
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(56,8%) e 317 (56,3%), respectivamente, apresentaram-
se em desacordo com a legislagdo vigente*. Os resultados
do municipio de SJRP-SP (municipio sede do GVS 29 -
SJRP-SP) foram apresentados separadamente, devido ao
grande numero de SAC cadastrado na VISA municipal
em comparacdo aos demais municipios.

As Figuras 1 e 2 apresentam a distribuicao
percentual das amostras em desacordo, por pardmetro(s)*
referentes a regiao de abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP e
do GVS 30 - Jales-SP, respectivamente.

Com rela¢io ao total de amostras em desacordo
(1.326) da regiao de abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP,
observou-se que 826 (62,3%), 875 (66,0%) e 196 (14,8%)
apresentaram-se em desacordo por pelo menos um dos
seguintes parametros: CRL, coliformes totais e C. term/E.
coli, respectivamente. Quanto as amostras em desacordo
da regiao de abrangéncia do GVS 30 - Jales-SP (317), os
nameros foram: 104 (32,8%), 257 (81,0%) e 82 (25,9%).

Com o indice expressivo de amostras ndo cloradas
efetivamente pode-se concluir que a situagio dos SAC
nas regides e periodo estudados (2004-2010) revelou-se
vulneravel a contaminagdo bacterioldgica, onde, das 826
amostras da regiao de abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP em
desacordo quanto ao teor de CRL, 298 (36,1%) apresentaram
simultaneamente contaminagido por coliformes totais e 77
(8,3%) também por C. term/E. coli. A situagdo da regiao de
abrangéncia do GVS 30 - Jales-SP mostrou-se semelhante
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Figura 2. Distribui¢do percentual, por parametro, das amostras de
SAC em desacordo dos 26 municipios da area de abrangéncia do GVS
30,2004-2010
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com a mesma ordem de grandeza, onde 36 (34,6%)
amostras apresentaram simultaneamente contaminagdo
por coliformes totais e 8 (7,7%) também por C. term/E. coli.

Emboraa cloragao nao sejaamedida universal para
a descontaminagao, tal técnica deve ser empregada para
solucionar problemas com a qualidade da agua causados
por micro-organismos”*". Ha comprovagao cientifica de
que paises que adotam a cloragdo da dgua como medida
de prevengdo as doencas infecciosas observam taxas de
incidéncia destas doengas em niveis muito baixos, quando
comparadas aos paises que ndo a utilizam®.

Quanto ao municipio de SJRP-SP, as 667 amostras
analisadas, referentes a 14 regides administrativas,
acrescida da zona zero (zona rural), referiam-se a
501 diferentes localidades, sendo 98 pontos coletados
pelo menos duas vezes, o que representou um bom
mapeamento do municipio sede, responsavel pelo maior
numero de SAC avaliado.

Do total de amostras analisadas, 449 (67,3%)
apresentaram-se em desacordo com a legisla¢ao vigente,
sendo 375 (83,5%), 232 (51,7%) e 60 (13,4%), pelo
menos, quanto ao CRL; coliformes totais e C. term/E. coli,
respectivamente. Das 375 amostras em desacordo por
apresentarem niveis de CRL inadequados, 124 (33,1%)
encontravam-se, ainda, contaminadas por coliformes
totais e 34 (9,1%) por C. term/E. coli, evidenciando a
direta relacdo entre a deficiente cloracdo e a contaminacio
bacteriologica (Figura 3).
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Figura 3. Distribui¢ao percentual, por parametros avaliados, das
amostras de SAC em desacordo do municipio de Sdo José do Rio Pre-
to, 2004-2010

Ainda em relagido ao municipio de SJRP-SP,
74 (16,5%) das amostras em desacordo continham
bactérias do grupo coliforme, incluindo coliformes
termotolerantes/E.coli, embora o teor de CRL estivesse
satisfatorio. Esse pardmetro ndo foi considerado em
quatro (5,4%) amostras, por terem sido coletadas
diretamente dos pogos (Figura 3).

A presenga de micro-organismos, mesmo em face
do teor de CRL satisfatério, é um fato comprovado pelas
pesquisas cientificas que pode ser atribuido a formagao de
biofilmes, que sdo caracterizados pela adesao dos micro-
organismos aos suportes solidos como, por exemplo,
dentre outros, compostos orginicos e inorganicos,
podendo ser formados por quase todos os tipos de agentes
microbianos sob condi¢des favoraveis. Porém, a reducao
do numero desses agentes aderidos a superficie tem sido
comprovada com o uso de sanitizantes quimicos, como o
hipoclorito de sédio, por ser uma fonte de cloro*.

As regides administrativas do municipio de
SJRP-SP avaliadas apresentaram entre 25% e 100%
das amostras em desacordo com a legislacao vigente,
ressaltando que 13 (86,7%) delas apresentaram
frequéncias de amostras em desacordo superiores a 50%.
Asregides denominadas 0, 11,12, 13 e 14 permaneceram
entre as mais necessitadas de atencao e de controle por
parte da VISA, pois essas frequéncias foram superiores a
75%, conforme apresentado na Figura 4.

Com o objetivo de apresentar o panorama dos
SAC do municipio sede da regido, a Figura 5 demonstra
a distribuicdo percentual de amostras em desacordo, por
parametro avaliado e por regido administrativa de Sao
José do Rio Preto.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

B Condenadas

OAprovadas

Figura 4. Distribui¢do percentual das amostras de SAC aprovadas e
condenadas, por regiao administrativa do municipio de Sao José do
Rio Preto-SP
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Figura 5. Distribui¢do percentual das amostras de SAC, por parame-
tros em desacordo e por regido administrativa do municipio de Sao
José do Rio Preto-SP

Com excecao das regides 10 e 13, as demais
apresentaram indices iguais ou superiores a 53,9% de
amostras nao cloradas adequadamente, atingindo indice
de 67,4% naregido4, conforme distribui¢ao dosresultados
apresentados na Figura 5. A regido 10 apresentou indice
de contaminagao por bactérias do grupo coliforme
acima de 66%, embora o percentual de amostras cloradas
inadequadamente tenha atingido 33%. Ressalta-se que a
regiao 10 localiza-se na parte norte do municipio, com
densidade demografica de aproximadamente 3.500 hab/
km? e populagdo de 28.000 habitantes®.

Segundo as pesquisas de Nagata et al.', a
intervencdo de saude publica sobre as desigualdades
relacionadas com a 4d4gua deve abordar fatores
fundamentais, como os demograficos, socioecondmicos,
social, cultural, politico e historico, visando alcangar a
maxima eficiéncia.

Os dados referentes as aguas de SAC revelaram
que a populacéo consumidora ficou exposta a maior risco
de ocorréncia de doencas de veiculacdo hidrica quando
comparados aos resultados de estudos envolvendo aguas
tratadas por sistemas de abastecimento publico. De
acordo com o estudo de Kottwitz e Guimaraes', 100% das
amostras de agua de abastecimento publico analisadas
no municipio de Cascavel — PR revelaram-se de acordo
com a legislagao vigente quanto a analise bacterioldgica.
Dados apresentados na pesquisa de Fernandez e Santos'®
corroboram os resultados do presente estudo, onde as
aguas de SAC tiveram maiores alteragdes nos parametros
avaliados e comprometeram a qualidade da agua
oferecida a populagdo em idade escolar.

518

Michelina et al?, em estudo da qualidade
microbioldgica de agua de abastecimento publico da
regido de Aragatuba - SP, revelou 17,8% das amostras
contaminadas por coliformes totais e 8,6% por coliformes
termotolerantes, dados estes que se assemelham ao
encontrados no presente estudo. Nascimento et al.”
encontraram 57,2% das amostras de agua contaminadas
por bactérias do grupo coliforme no estado do Piaui
no periodo 2003 e 2004 e, assim, chamaram atengido
para as medidas corretivas das fontes contaminantes,
recomendacdes cabiveis também para a situa¢do revelada
neste estudo, pois um dos mais importantes objetivos da
microbiologia da agua é a avaliagao da possibilidade de
ocorréncia de doencas ocasionadas por ingestao de agua
contaminada'®.

Dados nacionais e internacionais demonstraram
que a contaminacao das dguas ocorre em varias partes do
mundo, e os indices, conforme apresentado no estudo de
Malheiros et al.'?, variaram em torno de 41% das amostras
com presenca de coliformes totais e 30% de coliformes
fecais na Ucrénia (Reid, 2003 citado por Malheiros, 2009)*,
o que é comparavel a nossa situacdo, onde, das 1.326
amostras em desacordo, da regido de abrangéncia do GVS
29 - SJRP-SP, observou-se que 875 (66,0%) e 196 (14,8%)
apresentaram-se em desacordo por pelo menos um dos
seguintes parametros: coliformes totais e C. term/E. coli,
respectivamente. Quanto as amostras em desacordo da
regido de abrangéncia do GVS 30 - Jales-SP (317), os
numeros foram: 257 (81,0%) e 82 (25,9%).

Embora, em algumas situagdes como, por
exemplo, nos resultados levantados no estudo de
Scorsafava et al.?!, que apresentaram os aspectos fisico-
quimicos da qualidade de gua de pogos e minas destinada
ao consumo humano como compativeis com os padrdes
de potabilidade independentemente de tratamento foi
ressaltada a importancia do monitoramento dessas aguas
para garantir um consumo seguro.

No Brasil, houve um processo de evolu¢io do
padrio de potabilidade, quanto ao aumento no nimero
de parametros regulamentados nas portarias publicadas
em 1977, 1999, 2004 e 2011, com adogdo de estratégia do
Ministério daSatde pararevisio danormade potabilidade
de agua para consumo humano**. O grande desafio ¢é
manter um processo continuo de revisdo da norma de
potabilidade de agua para consumo humano, por meio
de investimentos em pesquisas e maior integracdo entre
a academia e servicos de tratamento e fornecimento de
agua para consumo humano®.
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CONCLUSAO

Das 2.334, 563 e 667 amostras analisadas da regiao
de abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP, do GVS 30 - Jales-SP
e do municipio de Sdo José do Rio Preto-SP, 1.326 (56,8%),
317 (56,3%) e 449 (67,3%), respectivamente, apresentaram-
se em desacordo com a legislagao vigente em relagdo ao
teor de CRL e/ou presenca de bactérias do grupo coliforme.

De acordo com os dados obtidos nos dltimos seis
anos, notou-se uma tendéncia a vulnerabilidade dos SAC e a
necessidade de maior controle no procedimento de cloragio,
pois 62,3%, 32,8% e 83,5% das amostras provenientes
da regido de abrangéncia do GVS 29 - SJRP-SP; GVS
30 - Jales-SP e do municipio de Sdo José do Rio Preto-SP
apresentaram, respectivamente, cloracio ineficiente, com
consequente exposicdo a contaminagdo microbioldgica.

Portanto, a orientagao e exigéncia legal, por parte
dos drgaos de vigilancia e o heterocontrole dos pardmetros
legais, por parte dos laboratérios de saide publica, devem
ser uma pratica permanente, tendo em vista a exposicdo da
populagdo consumidora e aos riscos de doengas relacionadas
ao consumo de agua contaminada por micro-organismos.
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RESUMO

Foram avaliados os parametros de qualidades microbioldgicas e fisico-quimicas em 40 amostras de
pirarucu salgado-seco comercializados na cidade de Belém, durante 12 meses. Os valores médios de
umidade, cinzas, lipidios, proteinas, atividade de agua (Aa), cloretos, bases volateis totais, rango oxidativo
e aminas biogénicas foram, respectivamente, 46,99% (£3,71); 18,82% (£1,91); 7,31% (+4,98); 29,49%
(+4,96); 0,73 (+0,04); 14,60% (£1,94); 21,44 mgN/100g (£9,76); 0,35 mg.kg"' (+£0,12); e ndo detectado.
Os valores de umidade estavam acima do limite padrdo em 75% das amostras. Diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) para Aa e cloretos foi observada entre o periodo do defeso (D) e ndo defeso (ND). Os
resultados microbioldgicos foram em média de 5,01 logUFC/g de meséfilos; 5,76 logUFC/g de halofilicos;
4,99 logUFC/g de fungos; 1,87 logUFC/g de Staphylococcus coagulase positiva (SCP); 0,27 logUFC/g
de Enterobacteriaceae viaveis; 2,50 logNMP/g de Enterococcus spp.; 2,82 logNMP/g de coliformes totais
(CT); e 2,15 logNMP/g de coliformes a 45 °C (CTer). SCP e CT apresentaram diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) no D e ND, e CTer nas amostras dos supermercados e das feiras livres. O pirarucu
salgado-seco apresentou condigdes higiénico-sanitdrias insatisfatorias e de consequente risco a saude do
consumidor.

Palavras chaves. peixe salgado seco, qualidade microbioldgica, qualidade fisico-quimica.

ABSTRACT

Forty samples of salted and dried pirarucu, sold in Belém city, were tested for evaluating the physical-
chemical and microbiology qualities. The mean value of moisture, ash, lipid, protein, water activity (Wa),
salt content, Total Volatile Basic Nitrogen (TVBN), Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS)
and biogenic amines was 46.99% (+3.71), 18.82% (+1.91), 7.31% (+4.98), 29.49% (+4.96), 0.73 (+0.04),
14.60% (£1.94),21.44 mgN/100 g (+9.76), 0.35 mg.kg" (£0.12) and none detected, respectively. The values
of moisture were above the maximum limit permitted by legislation in 75% of samples. A significant
difference (p < 0.05) in Wa and salt content was observed between “closed” and “no-closed” fishing period.
The mean microbiologic counts were of 5.01 logCFU/g of mesophilic bacteria, 5.67 logCFU/g of moderate
halophiles, 4.99 logCFU/g of yeast and mold, 1.87 logCFU/g of positive-coagulase Staphylococcus (PCS),
0.27 logCFU/g of enterobacteria, 2.50 logMPN/g of Enterococcus spp., 2.82 logMPN/g of total coliform
(TC), and 2.15 logMPN/g of 45°C coliform (FC). PCS and TC showed significant differences (p < 0,05)
in “closed” and “no-closed” fishing period, and the FC counting in samples from supermarkets and
marketplaces. The salted and dried pirarucu sold in Belém city showed unsatisfactory hygienic-sanitary
quality, and characteristics of a potential risk to public health.

Keywords. salted and dried fish, microbiology quality, physical-chemical quality.
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INTRODUCAO

O pirarucu (Arapaima gigas) ¢ um peixe amazonico
carnivoro de grande porte, sendo considerado o maior
peixe de escamas do planeta'. E um peixe que apresenta um
rendimento médio de carne de 57%? Tradicionalmente, é
comercializado naformasalgadaeseca,comadenominagdo
de “bacalhau brasileiro’, e apresenta grande importancia
econdmica na Regido Norte do Brasil’.

A pesca predatéria do pirarucu tem reduzido os
estoques naturais. Devido a essa sobrepesca, desde 2004 a
pesca esta proibida na Bacia Hidrografica do Rio Amazonas.
No Estado do Pard, o periodo do defeso comeca em
primeiro de dezembro, estendendo-se até 31 de maio. Apos
esse periodo, a captura, a comercializa¢io e o transporte
devem atender as medidas de tamanho minimo, como 1,50,
1,20 e 1,10 metros de comprimento total, respectivamente,
para o peixe inteiro, para manta inteira e para manta seca®.

Em ensaios experimentais, ¢ comum elaborar filé de
pirarucusalgado-seco, utilizandoasalgasecaouasalgamista,
com adi¢do de sal em torno de 30%, e secagens artificiais
em estufas, com temperaturas e tempos padronizados (40
°C/36 horas ou 105 °C/30 minutos), até atingir um teor de
umidade em torno de 40%. Essas condi¢des controladas de
processamento geram produtos com qualidade suficiente
para armazenamento em temperatura ambiente.

Entretanto, a salga do pirarucu ainda ¢é realizada
de modo artesanal, com as seguintes etapas: corte
longitudinal da carne, formando grandes “mantas” (de trés
a quatro centimetros de espessura), adigdo do sal (de forma
desuniforme) e secagem natural ao sol. Esse processamento
acarreta excessiva manipula¢do, com elevado potencial de
contaminagao cruzada, podendo dar origem a produtos
tecnologicamente desuniformes e com baixa qualidade’.

Em Belém, a comercializagao do pirarucu salgado-
seco érealizadaaolongo detodo o ano,em grandes redes de
supermercado e feiras livres, comumente sem embalagem,
exposto a altas temperaturas e umidade tipicas daquela
regido, e em condigdes higiénico-sanitarias precarias,
embora apresente alto valor comercial. Esse produto
apresenta aspecto, cor e textura culturalmente comparados
aos do bacalhau, o que o caracteriza popularmente como
o “bacalhau da Amazénia”. E consumido cozido apés a
dessalga e muito utilizado na culindria local.

A demanda por esse peixe salgado em todo o Brasil, e
até no mercado exterior, vem aumentando e tem incentivado
a oficializacdo de fabricas de salga que processem esse peixe
de forma padronizada e com qualidade atestada’.

Pouco se sabe sobre os pardmetros fisico-
quimicos e microbiolégicos de qualidade do pirarucu
salgado-seco e a extensdo de tais reagdes. Estudos
isolados pesquisaram a microbiota prevista em lei e
alguns requisitos fisico-quimicos>®%”.

Em pescado salgado, embora o sal previna o
crescimento microbiano, inumeros micro-organismos
podem néo ser inibidos na sua presenca, podendo causar
deterioracéo, perda de qualidade e risco a saide coletiva'®!!.

Objetivou-se, no presente estudo, avaliar os
parametros fisico-quimicos e microbiologicos de
qualidade do pirarucu salgado-seco comercializado em
grandes redes de supermercados e em feiras livres da
cidade de Belém, estabelecer a composicao centesimal do
produto e comparar a qualidade durante os periodos do
defeso e o liberado para comercializagio.

MATERIAL E METODOS

Quarenta amostras de pirarucu salgado-seco (500
gramas cada) foram obtidas em 13 supermercados e 27 feiras
livres na cidade de Belém, no periodo de margo de 2009 a
setembro de 2010, em seis coletas bimestrais, abrangendo
o periodo do defeso (17 amostras) e o periodo liberado
para comercializacdo (23 amostras). As amostras obtidas
nas feiras estavam expostas a venda sem embalagem, sobre
bancadas de madeira e em temperatura ambiente, enquanto
aquelas oriundas de supermercados estavam, em sua
maioria, embaladas em filme plastico, em superficie de facil
higienizagao (granito, ago inoxidavel) e em temperatura
climatizada. Apdsacoleta,asamostras foram acondicionadas
em sacos pldsticos esterilizados, identificadas, embaladas em
caixas de papeldo e transportadas, por via aérea, no mesmo
dia da coleta, para os laboratorios onde foram realizadas as
analises, em Niterdi (R]).

Os procedimentos analiticos fisico-quimicos
foramrealizados, em duplicata, eanalisados deacordo com
os métodos analiticos oficiais descritos pelo Laboratdrio
Nacional de Referéncia Animal - LANARA'. Foi
determinado o teor deumidadeevolateisa 105°C, proteina
pelo método de micro Kjeldahl, lipidio pelo método de
Soxhlet, residuo mineral fixo em mufla a 550 °C, bases
volateis totais pelo método de microdifusio (método
de Conway) em amostras previamente dessalgadas®,
cloretos pelo método argentométrico (MOHR), Atividade
de Agua (Aa) no aparelho “Pawkit” (Decagon Devices,
Inc., USA), aminas biogénicas (histamina, cadaverina e
putrescina) pelo método de Cromatografia em Camada
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Delgada (CCD)" com padroes de 2%, 3,5%, 5%, 7,5%
e 10% de cada amina pesquisada e rango oxidativo, que
consistiu na determinagdo do numero de Substincias
Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)®.

As analises microbioldgicas foram realizadas, em
duplicata, de acordo com a Instrucido Normativa n° 62, que
estabelece os Métodos Analiticos Oficiais para Analises
Microbioldgicas para Controle de Produtos de Origem
Animal e Agua's. A enumeragio de Coliformes Totais (CTo),
Coliformes Termotolerantes (CTer) e de Enterococcus spp.
foi realizada pela técnica de miniaturizagao'”**. Uma sub-
amostra de 25 g foi homogeneizada em 225 mL de agua
peptonada a 0,1% (SSP), para obtencdo das diluicdes
107, 102 e 107, e realizaram-se as contagens de bactérias
heterotrdficas aerdbias mesofilas (em agar padrdo para
contagem), de bolores e leveduras (em 4gar batata dextrose,
acidificado com écido tartarico a 10% até pH 3,5), de
Enterobacteriaceae viaveis (em agar vermelho vileta bile
glicose), de Staphylococcus coagualse positiva (em agar Baird
Parker), todos incubados a 37 °C/48 horas, exceto fungos,
cujaincubagao foia 30 °C por 7 dias. Para Enterobacteriaceae
viaveis, as Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) tipicas
formadas foram confirmadas pelo teste de oxidase (oxidase
negativa) e, para Staphylococcus coagulase positiva, foram
confeccionados das UFC tipicas esfregaco pelo método
de coloragdo de Gram, para confirmar as caracteristicas
morfotintoriais das mesmas (cocos Gram positivos) e
os testes de coagulase e catalase. Para a contagem dos
microrganismos halofilicos, a homogeneizagao foi realizada
com outra sub-amostra de 25 g de pirarucu em 225 mL de
solucéo fosfatada salina a 3% de NaCl, obtendo-se quatro
dilui¢des (10 a 10*). Foi utilizado o agar tripticase de soja
com 3% de NaCl, e incubou-se a 37 °C por 5 a 12 dias em
estufa DBO (demanda biolédgica de oxigénio).

O Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes
Totais (CTo) e Coliformes Termotolerantes (CTer) foi
obtidoa partir das trés dilui¢oes em agua peptonadaa 0,1%
(SSP), de onde 100 pL foram utilizados para determinar
o NMP por meio da técnica de miniaturizagao’, em
“eppendorfs’, com 1.000 pL de caldo Fluorocult®,
incubados a 37 °C/48 horas. Foram considerados
positivos para CTo aqueles “eppendorfs” cuja virada de
cor do meio apresentaram-se azuis, e positivos para CTer,
os “eppendorfs” com colora¢do azul que apresentaram
fluorescéncia sob luz ultravioleta a 366 nm. As séries de
“eppendorfs” positivas foram calculadas por meio da
tabela do NMP (Tabela de McCrady). E, ao considerar-se
a técnica miniaturizada, o resultado final para obten¢ao
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do NMP/g, foi multiplicado por 10 e pelo fator de
diluicdo intermedidria e, em seguida, dividido por 100.
Para o NMP de Enterococcus spp., utilizou-se a mesma
técnica de miniaturizagao com 1.000 pL de Chromocult®
Enterococci Broth'®, incubados a 46 °C por 48 horas.
Foram considerados positivos aqueles tubos cuja virada
de cor do meio ficou azul e, no caso do esfregago pelo
método de Gram, quando constatada a presenca de cocos
Gram positivos. Todos os resultados foram transformados
em logUFC/g e logNMP/g com o auxilio de uma planilha
eletronica do programa Excel.

Anédlise de variancia (ANOVA) e teste de média
(Newman-Keuls) foram realizados para determinar as
diferencas entre as amostras oriundas de supermercados
e feiras livres, e entre as amostras do defeso e nao defeso
(5% de significancia). Realizou-se estatistica descritiva
de todos os parametros estudados. Analise de Regressao
Linear Simples e Multipla foi realizada para determinar a
correlacdo entre as variaveis. Todas as analises estatisticas
foram realizadas no programa BioEstat 2.0".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢ao centesimal do pirarucu salgado-
seco apresentou médias percentuais (desvio padrdo) de
umidade, cinzas, lipidios e proteinas, respectivamente,
de 46,99% (£3,71%), 18,82% (£1,91%), 7,31% (+4,98%) e
29,49% (£4,96%). Nao foi observada diferenca estatistica
significante (p < 0,05) entre as amostras coletadas nas
feiras e nos supermercados, e entre aquelas obtidas no
periodo do defeso e no nao defeso.

Resultados préximos aos obtidos nesse estudo
foram descritos em amostras de pirarucu salgado-seco
comercializados em Belém, com valores de 45,29%
de umidade, 16,39% de cinzas, 7,39% de lipidios e
29,71% de proteinas®. Entretanto, valores distintos para
0o mesmo produto de 52,99%, 2,24%, 12,9% e 21,15%,
respectivamente, paraumidade, cinzas, lipidios e proteinas’
também sdo relatados pela literatura. Divergéncia de
resultados, principalmente no que diz respeito ao teor
de umidade e cinzas, pode estar associada ao processo
artesanal de salga realizado no pirarucu comercializado
em Belém, o que gerou produtos com padroes tecnologicos
e fisico-quimicos de qualidade inferior.

Em bacalhau salgado e seco, na cidade do Rio
de Janeiro, foi observado 47,21% de umidade e 23,26%
de cinzas®. Em Santa Catarina, foi determinado,
respectivamente, em cacdo e em abrotea salgados,
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Tabela 1. Média, desvio padrao, valores minimos e maximos das analises fisico-quimicas em amostras de pirarucu salgado seco de Supermer-

cados (S) e Feiras (F)

Local Atividade Cloretos BVT TBARS (mg?llf)o o)
coleta de agua (%) (mgN/100g) (mg.kg™") H P C
S 13 0,71 + 0,032 14,88 + 2,05 18,60 + 7,34 0,32 + 0,08 nd nd nd
(0,68 - 0,74)° (10,95 - 19,16) (5,67 - 29,61) (0,18 - 0,51)
F 27 0,74 + 0,05 14,46 + 1,91 22,80 + 10,59 0,37 + 0,13 nd nd nd
(0,67 - 0,88) (11,49 - 18,83) (6,93 - 49,14) (0,20 - 0,65)

n = nimero de amostras; BVT = Bases Volateis Totais; TBARS = ran¢o oxidativo; AB = Aminas Biogénicas; H = Histamina; P = Putrescina;
C = Cadaverina; nd = ndo detectado; média + desvio padrao?; (valor minimo - méximo)®
Média e desvio-padrao na mesma coluna com letras maitisculas diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 2. Média, desvio padrao, valores minimos e maximos das analises fisico-quimicas em amostras de pirarucu salgado seco no periodo do

Defeso (D) e Nao-Defeso (ND)

Periodo de Atividade Cloretos BVT TBARS ( All?;)o )
coleta de agua (%) (mgN/100g) (mg.kg™) H mg/P . C
N o 0,75 + 0,04 13,73 + 1,66* 23,50 £ 9,80 0,37 £ 0,15 od nd  nd
(0,72 - 0,88)" (10,95 - 16,72) (11,97 - 42,21) (0,18 - 0,65)
0,68 + 0,017 15,24 + 1,928 19,92 + 9,67 0,34 + 0,09
ND 2 (0,67 - 0,69) (11,51 - 19,16) (5,67 - 49,14) (0,20 - 0,55) SO .

n = numero de amostras; BVT = Bases Volateis Totais; TBARS = ran¢o oxidativo; AB = Aminas Biogénicas; H = Histamina; P = Putrescina;
C = Cadaverina; nd = ndo detectado; média + desvio padrdo® ; (valor minimo — méximo)®
Média e desvio-padrao na mesma coluna com letras maitsculas diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05).

51,98% e 48,03% de umidade, 0,48% e 2,03% de lipidios,
23,20% e 23,17% de proteina®. Sobre esses dados, é
importante ressaltar que, entre distintas espécies de
peixes, pode haver diferencas fisioldgicas na composigao
centesimal - entretanto, os pardmetros umidade, cinzas
e cloretos devem obedecer um padrio de qualidade
para caracterizar o produto como salgado-seco, fato
relacionado com o processamento tecnoldgico de salga®.

Utilizando amostras de pirarucus provenientes
de piscicultura® e capturados na natureza’, foi realizada
a salga em condi¢des laboratoriais, obtendo-se,
respectivamente, teores de 39,05% de umidade, de
26,33% de cinzas e 40% de umidade, resultados distintos
dos observados nesse estudo. Esses dados reiteram que
um processo tecnoldgico padronizado e controlado
resulta em parametros analiticos mais uniformes.

Para produtos salgados, ¢ estabelecido
oficialmente no Brasil um teor de umidade de até 45%
para peixes magros e 40% para os gordos, teor de cloretos
minimo de 10%> e teor de cinzas de até 25%*. Os dados
desta pesquisa atenderam ao regulamento quanto ao teor
de cinzas e cloretos (Tabelas 1 e 2), apesar do processo de
salga artesanal. Porém, 75% (30/40) das amostras estavam
acima do padrio preconizado para umidade para peixes
magros, sendo 27,50% (11/40) oriundas de supermercados
e 47,50% (19/40) de feiras, ressaltando-se ainda que 10

amostras (25%) estavam com valores iguais ou superiores
a 50% de umidade, das quais oito obtidas de feiras livres.

A umidade relativa do ar na cidade de Belém, no
periodo de obtengdo das amostras, oscilou entre 60% a
84%%, fato que pode ter propiciado o aumento da umidade
do pirarucu salgado, pois alimentos conservados em
ambiente com umidaderelativasuperiora Atividade deagua
(Aa) tenderdo a absorver umidade do ambiente?. Desse
modo, constatou-se, durante o periodo de obtencido das
amostras, que, em 100% das feiras e alguns supermercados,
esse produto estava sendo comercializado em temperatura
ambiente, sem nenhum tipo de embalagem, exposto a alta
umidade relativa do ar da regiao, que aumentou durante o
periodo chuvoso (defeso).

Os resultados referentes as anélises fisico-quimicas,
em pirarucu salgado-seco, provenientes de supermercado
e feiras livres e obtidos durante o periodo do defeso e do
néo defeso, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Os niveis
médios de Atividade de agua (Aa), cloretos, Bases Volateis
Totais (N-BVT), ran¢o oxidativo (TBARS) e Aminas
Biogénicas (AB), em 40 amostras analisadas, foram,
respectivamente, de 0,73 + 0,04, 14,60 + 1,95%, 21,44 +
9,76 mgN/100 g e 0,35 + 0,12 mg.kg™, e nao foi observado
descarboxilacio de aminodcidos com consequente
producdo de aminas biogénicas. Em todos os parametros
avaliados, ndo houve diferenga estatistica significante (p <
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0,05) entre os locais de obten¢do das amostras (Tabela 1).
Entretanto, houve diferenca estatistica significante para o
teor de Aa (p < 0,01) e cloretos (p < 0,05), entre as amostras
coletadas no defeso e no nao defeso (Tabela 2). Nesse
periodo do ano (ndo defeso), os peixes comercializados
possivelmente estavam recém-salgados, o que justificou
uma menor Aa (0,68) e um maior teor de cloretos (15,24%).

Em pirarucu salgado e seco, processado em
laboratorio, foi encontrado 0,65 de Aa e 28,62% de cloretos®,
e, em carpa salgada, os autores descreveram um teor de
24,63% de cloretos®, resultados estes que diferem dos
apresentados neste estudo. Entretanto, em bacalhau salgado
e seco, do mercado varejista da cidade do Rio de Janeiro,
foi verificado Aa semelhante aos valores obtidos neste
estudo (0,73), apesar do maior teor de cloretos (19,43%)>.
Essas diferencas podem ser atribuidas a variedade de
concentragao de sal utilizada em cada processamento e aos
diferentes periodos de estocagem dos produtos.

Quanto ao conteudo de N-BVT, o valor médio
observado foi de 21,44 + 9,76 mgN/100 g (5,67 a 49,14
mgN/100 g). Como nao ¢ previsto pela legislacao em
vigor um limite maximo para peixes de agua doce, esse
valor foi comparado com os demais resultados analiticos
e com os descritos na literatura. Entretanto, trés amostras
obtidas em feiras e a maioria das amostras no defeso
apresentaram valores de N-BVT expressivamente altos,
com valores iguais ou superiores a 40 mgN/100 g.

Embora néo tenha sido possivel obter informagoes
sobre a qualidade inicial do pirarucu fresco e a tecnologia do
processamento de salga seja desconhecida, acredita-se que
esses fatores, aliados a elevadas temperaturas de estocagens
e ambientes de comercializagdo sem condigdes de higiene,
podem ter contribuido para os altos valores de N-BVT
encontrados em algumas amostras, pois a deterioragdo
microbiana do pescado salgado aumenta gradualmente com
o tempo de estocagem, mesmo com o efeito preservativo do
sal, justificado pela agdo enzimatica e bacteriana®.

Dados sobre o estudo de N-BVT em pirarucu
salgado-seco sdo limitados. Entretanto, ja foram citados
niveisde N-BVT em pirarucu inteiro estocado em gelo, com
valores de 6,65 mgN/100 g no dia zero e 18,76 mgN/100 g
aos 36 dias de refrigeracdo; em filés de pirarucu (porgao
ventral) estocados a -18 °C, com niveis de N-BVT de 6,81
mgN/100 g no dia zero e 26,34 mgN/100 g aos 150 dias de
congelamento; e em filés de pirarucu defumados a quente e
conservados a -18°C foi verificado 32,89 mgN/100g e 43,56
mgN/100g de N-BVT, respectivamente, nos dias zero e 150
de estocagem®. Em outros tipos de peixes salgados, como
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a cavala, foi encontrado teor médio de 10,93 mgN/100g e
40,42 mgN/100g de N-BVT, respectivamente, no dia zero
e 30 dias da estocagem, em condi¢des de processamento
controladas®; em carpa salgada, obtida em mercado
varejista na Turquia, foi observado 55,40 mgN/100 g'%;
em bacalhau salgado-seco, observou-se, em 20 amostras
obtidas no mercado varejista da cidade do Rio de Janeiro,
teor médio de 3,17 mgN/100 g de N-BVT?, caracterizando
estabilidade da molécula aminoacidica; em cacéo e abrdtea
salgados e secos em condi¢oes laboratoriais, foi descrito
valores de N-BVT, respectivamente, de 29,35 mgN/100 g e
33,20 mgN/100 g, para o cagdo, e 9,48 mgN/100 g e 17,38
mgN/100 g, para a abrétea na matéria-prima in natura e aos
oito dias apos a salga®’. Podemos inferir que as diferencas
podem ser fundamentadas na ndo padronizagio do
processo de salga, na qualidade inicial da matéria-prima,
condicoes fisiologicas das espécies e até nas condigoes de
armazenamento.

Nao foram encontrados na literatura dados sobre
pesquisa de rango oxidativo em pirarucu salgado-seco.
Entretanto, os valores de TBARS encontrados neste estudo
(0 = 0,35 mg.kg") foram maiores que aqueles detectados
em pirarucu congelado a -18 °C aos 150 dias de estocagem
(0,13 mg.kg") e proximos aos dados obtidos em pirarucu
salgado e defumado a quente (0,29 mg.kg* aos 150 dias de
estocagem a -18 °C)® e menores que aqueles verificados em
anchova salgada (11,45 mg.kg')” e em cavala salgada (1,44
mg.kg")*, respectivamente, aos 30 dias e nove semanas
de estocagem. Estudo realizado em bacalhau salgado-seco
obtido no mercado varejista do Rio de Janeiro evidenciou
que 28,6% das amostras apresentaram ranc¢o oxidativo®.
Pode-se inferir que o aumento da oxidagao lipidica em
produtos salgados e defumados pode ser atribuido a
presenca do sal ou por diferentes perfis de acidos graxos
em cada espécie de peixe estudada. Portanto, o pirarucu
salgado-seco comercializado em Belém apresentou perda
de qualidade devido a presenca de rancificagio.

Pesquisadores apontam que teores acima de
1-2 mg de malonaldeido por quilograma de peixe ja
alteram atributos como textura e odor indicativos de
deterioragao®. Entretanto, apesar do pirarucu salgado
e seco comercializado em Belém apresentar valores de
TBARS menores que 0,65 mgkg', 22,5% (9/40) das
amostras apresentavam odor caracteristico de rancificagao,
fato esse observado durante o preparo das amostras para
as andlises. Um fator importante a ser considerado é a
possivel complexacio do malonaldeido com os produtos
da decomposicdo proteica resultando na formacio
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de compostos terciarios e na diminuicdo de TBARS
em amostras de peixe salgado e estocado por longos
periodos®”?**, podendo ser uma possivel justificativa para
os baixos indices de TBARS encontrados nas condigoes
deste estudo em amostras de pirarucu salgado-seco.
Quanto a presenca de aminas biogénicas
(histamina, putrescina e cadaverina), as mesmas nao
foram detectadas nas amostras estudadas (Tabelas 1 e
2). Néo existem relatos na literatura sobre a presenca
de aminas biogénicas (AB) em pirarucu in natura ou
salgado. Talvez, pelo fato de ser uma espécie dulcicola,
com provaveis baixos niveis de histidina, a histamina nao
tenha sido estudada. Entretanto, estudo com as demais
aminas poderiam caracterizar o estado de conservagao
das amostras em funcdo da descarboxilagdo de outros
aminoacidos por enzimas descarboxilases bacterianas.
Com relagdo a legislacdo, no Brasil somente a
pesquisa de histamina estd prevista em peixes marinhos
in natura no musculo das espécies pertencentes as familias
Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae, Coryyphaenidae
e Pomatomidae® até o nivel maximo de 100 ppm (10
mg.100 g'). Apesar de ndo estar prevista oficialmente para
caracterizar o estado de conservacio de peixes dulcicolas
in natura ou salgado e seco, a pesquisa foi realizada em
pirarucu salgado e seco, previamente dessalgado, pois
a presenca de AB reflete perda de qualidade devido a
degradagdo de aminoacidos, e estudos realizados em

produtos salgados correlacionaram AB com a presenca de
bactérias que descarboxilam aminoacidos, mesmo em alta
concentragdo de sal***. Desse modo, algumas pesquisas
relacionaram bactérias formadoras de histamina, como
Enterobacter cloacae em cavala salgada®, Enterobacter
aerogenes e Citrobacter sp. em “milkfish” salgado® e
Enterococcus spp. em anchovas salgadas e fermentadas™. E
provavel que esses dados justifiquem a ndo detecgdo de AB
em pirarucu salgado-seco, visto que o desenvolvimento
de Enterococcus spp. e Enterobacteriaceae viaveis nesse
produto foi insignificante (Tabela 3). Também a fase de
secagem do pirarucu pode ter reduzido o desenvolvimento
de bactérias formadoras de aminas, devido a diminui¢ao
da Aa, pois a Aa de 0,93 ja é limitante para o crescimento
de todos os microrganismos Gram-negativos, enquanto os
cocos ainda podem crescer em torno de 0,85 de Aa''.
Quanto aos resultados relativos aos parametros
microbioldgicos, os dados obtidos estdo apresentados
na Tabela 3. As contagens de mesofilos, halofilicos,
fungos, Staphylococcus coagulase positiva (SCP),
Enterobacteriaceae vidveis (EV), Enterococcus spp.,
coliformes totais (CT) e coliformes a 45°C (CTer), nas 40
amostras estudadas, foram, em média, de 5,01 logUFC/g,
5,67 logUFC/g, 4,99 logUFC/g, 1,87 logUFC/g, 0,27
logUFC/g, 2,50 logNMP/g, 2,82 logNMP/g e 2,15
logNMP/g, respectivamente. Nao houve diferenga
significativa (p < 0,05) entre as amostras obtidas nos

Tabela 3. Média, desvio-padrao, valores minimos e maximos das andlises microbioldgicas realizadas em amostras de pirarucu salgado seco

. Local da coleta Periodo da coleta
Analises . =
Supermercado Feira Defeso Nio-defeso
Mesofilos 4,73 +0,91* 5,14 £ 1,02 4,83+ 1,11 5,14 £ 0,91
(logUFC/g) (2,77 - 6,23)° (3,17 - 6,75) (2,77 - 6,46) (3,41 - 6,75)
Halofilicos 5,75 + 0,86 5,63 + 1,31 5,58 + 1,20 574+ 1,17
(logUFC/g) (4,08 - 6,96) (3,00 - 8,75) (4,08 - 8,75) (3,00 - 7,75)
Fungos 5,34 + 0,89 4,87 + 1,02 4,88 + 0,81 512+ 1,12
(logUFC/g) (4,05 - 7,08) (2,60 - 6,60) (3,41 - 6,00) (2,60 - 7,08)
SCP 1,81 + 2,54 1,90 + 2,48 0,87 + 1,694 2,61 +2,718
(logUFC/g) (0,00 - 6,69) (0,00 - 7,05) (0,00 - 5,18) (0,00 - 7,05)
EV 0,82 + 1,56 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,46 + 1,23
(logUFC/g) (0,00 - 3,76) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,00) (0,00 - 3,76)
Enterococcus spp. 1,96 + 1,82 2,76 £ 1,32 2,74 £ 1,26 2,33 +£ 1,70
(logNMP/g) (0,00 - 4,04) (0,00 - 4,04) (0,00 - 4,04) (0,00 - 4,04)
Coliformes Totais 2,82 +0,73 2,82 +0,78 3,18 +0,63% 2,56 + 0,75°
(logNMP/g) (1,48 - 3,66) (1,48 - 4,04) (1,60 - 4,04) (1,48 - 4,04)
Coliformes a 45 °C 1,68 + 0,80* 2,38 +1,118 2,33+ 1,14 2,02 £ 1,01
(logNMP/g) (0,00 - 2,36) (0,00 - 4,04) (0,00 - 4,04) (0,00 - 4,04)

Média e desvio-padrao na mesma linha com letras maiusculas diferentes sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

médiatdesvio padrao® (valor minimo-maximo)®

SCP = Staphylococcus coagulase positiva; EV = Enterobacteriaceae viaveis
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supermercados e nas feiras livres, e entre o periodo do
defeso e ndo defeso para as contagens de mesofilos,
halofilicos, fungos, EV e Enterococcus spp. Entretanto,
houve diferenca significativa (p < 0,05) para SCP e CT
entre as amostras obtidas no defeso e ndo defeso, e para
CTer entre as amostras obtidas nos supermercados e nas
feira livres.

Em pescado salgado-seco, os  padroes
microbioldgicos  regulamentados fazem referéncia
somente a CTer, SCP e Salmonella spp.”. Entretanto, as
contagens microbianas vém sendo utilizadas para avaliar a
qualidade de alimentos, devido as dificuldades encontradas
na detec¢ao de micro-organismos patogénicos. Sendo
assim, foi procedido contagem de mesoéfilos em pirarucu
salgado-seco, e observou-se que os resultados encontrados
foram superiores aqueles obtidos por Guimaries et al.® e
por Mouchrek Filho et al.*, respectivamente de 4,41 e <
1,001ogUFC/g, no mesmo alimento. Entretanto, contagens
proximas as observadas no presente estudo foram descritas
em outras espécies de peixe salgado, como em cagdo e
abrotea, com valores de 5,59 e 5,60 logUFC/g de mesdfilos,
respectivamente® e em peixe trilha salgado e embalado
a vacuo a 4 °C, com 5,70 logUFC/g de mesofilos®. Esse
grupo de micro-organismos ¢ comumente utilizado como
indicativo de qualidade sanitaria. Isso foi constatado nas
amostras de pirarucu salgado-seco, caracterizando-o
como insalubre, visto que as bactérias patogénicas de
origem alimentar crescem em temperatura de 37 °C, fato
este confirmado em outras pesquisas com peixes salgados
(bacalhau, “milkfish” e cavala) que descreveram a presenga
de Salmonella spp. e Escherichia coli***>¥.

Quanto as contagens de bactérias halofilicas,
os resultados encontrados nesse estudo corroboraram
com os achados de Lourenco et al.” e Salgado e Ramos’,
respectivamente de 5,92 e 5,48 logUFC/g, em pirarucu
salgado-seco comercializado em Belém. Essa contagem
microbiana estd, provavelmente, relacionada com as
condi¢des higiénicas do alimento, com a qualidade do
sal utilizada durante o processo da salga, bem como
alteracdes sensoriais na cor e no odor do pescado. Dessa
forma, na presente pesquisa foi detectada alteracdo de
cor, denominada “vermelhdo’, e odor rangoso em 25%
(10/40) das amostras pesquisadas, sendo nove delas
oriundas de feiras livres. Essas alteragdes sensoriais
também foram observadas em outros estudos realizados
em pirarucu salgado-seco na cidade de Belém>**%.

Com relagao a pesquisa de fungos, todas as
amostras apresentaram crescimento, com valores que
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variaram de 2,60 a 7,08 logUFC/g. Nao existem relatos
na literatura desses micro-organismos em pirarucu
salgado-seco. Entretanto, em outros tipos de peixes
salgados estudados, as contagens de fungos foram
inferiores aquelas encontradas na presente pesquisa,
como em carpa salgada (3,02 logUFC/g de leveduras
e 3,24 logUFC/g de bolores)!? e em cagdo e abrdtea
(2,41 logUFC/g em ambos)*. Sabe-se que os fungos
sdo responsaveis pela deterioragdo de alimentos
desidratados quando armazenados em condic¢des
inadequadas, e a presenga desse micro-organismo em
alimentos pode tornar-se um perigo a saude coletiva
devido a produ¢do de micotoxinas.

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva
(SCP) em pirarucu salgado-seco no periodo do ndo defeso
foi significantemente maior (p < 0,01) que a contagem
obtida no defeso. Esse periodo da comercializacdo (nao
defeso) coincide com o periodo seco da regido, com
menores indices pluviométricos e, consequentemente,
menor umidade relativa do ar. Possivelmente, uma
manipulagdo inadequada favoreceu a contaminagdo
cruzada por esse agente, que, no periodo do ndo defeso,
encontrou no pirarucu condi¢des intrinsecas favoraveis
para sua multiplica¢ao. Franco e Landgraf*® descrevem
que os estafilococos constituem o principal grupo
microbiano que habita a pele humana, podendo-se inferir
que esses agentes possam ter sido transferidos para as
amostras por meio do manipulador durante o preparo e
comercializagdo, sendo considerado um perigo potencial
a saude coletiva, em fun¢ido da possibilidade de produc¢ao
da enterotoxina estafilocécica.

As contagens de Enterobacteriaceae viaveis (EV)
e Enterococcus spp. foram realizadas nesse estudo, visto
que esses agentes sdao indicadores de contaminagao fecal
e possuem importincia no controle de qualidade de
alimentos. Desse modo, constatou-se um crescimento de
EV quase nulo (0,27 logUFC/g), resultado que corrobora
com os encontrados em anchovas salgadas (<0,40
logUFC/g no final da produgao)”. Entretanto, a média
de 2,50 logNMP/g de Enterococcus spp. constatada na
presente pesquisa foi maior que aquela observada em
anchovas salgadas (<0,40 logUFC/g)” e menor que os
resultados verificados em carpa salgada (3,38 logUFC/g)"°.
Os Enterococcus spp. sdo bactérias que resistem as
condi¢oes ambientais adversas e sobrevivem em alimentos
dessecados e curados®. Portanto, sio necessarios mais
estudos desse micro-organismo em peixes salgados™,
dentre eles o pirarucu salgado-seco.
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A média de CT no periodo de defeso foi
significativamente maior (p < 0,01) que os resultados
observados nas amostras obtidas no periodo de libera¢ao
da pesca. A média dos coliformes a 45 °C (CTer) das
amostras coletadas nas feiras foi significantemente maior (p
< 0,05) quando comparada as obtidas em supermercados,
ultrapassando o limite regulamentado para esse tipo
de alimento, que ¢ de 2,00 logNMP/g*. O defeso é o
periodo do ano onde a pesca do pirarucu esta proibida e
a comercializagdo do pirarucu salgado-seco somente ¢é
permitida desde que seus estoques sejam comunicados
ao Orgdo de fiscalizagdo. Sendo assim, durante todo o
defeso, esses estoques ficam expostos por um periodo mais
prolongado em condigdes ambientais adversas, como alta
temperatura e elevada umidade relativa do ar. As feiras
foram os locais de comercializagao do pirarucu salgado-
seco, cujas condigdes de higiene e qualidade encontravam-
se deficientes e precarias. Logo, é possivel sugerir que, no
periodo do defeso e nas feiras, ocorreram recontaminagoes
e manipulagdes excessivas desse peixe ap0s a salga. Esses
achados diferem daqueles encontrados em outros estudos
com pirarucu salgado-seco, que apontaram auséncia® ou
valores minimos (0,75, <0,48 e 0,60 logNMP/g)>*** de
coliformes fecais, fato que pode se justificar em funcdo
do delineamento experimental do presente estudo ter
sido mais abrangente, referente a quantidade de amostras
analisadas, numero diversificado de estabelecimentos
comerciais visitados e obten¢do das amostras por um
periodo de um ano. Outros experimentos com peixe
salgado pontuaram a presenca desses agentes, como em
carpa (3,20 logUFC/g de coliformes)', em cavala (<0,48
a 1,78 logNMP/g de CT e <0,48 logNMP/g de Escherichia
coli)?, em peixe trilha e embalado a vacuo a 4 °C (4,24
logUFC/g de coliformes)* e em “milkfish” (entre <0,48
a 3,81 logNMP/g de CT e <0,48 a 3,34 logNMP/g de E.
coli)®. Portanto, é possivel afirmar que, apesar do efeito
bactericida do sal, o pescado salgado pode apresentar uma
consideravel contaminagido por coliformes, decorrente da
manipulagdo inadequada, processamento sem higiene e
condi¢des ambientais de comercializagao insatisfatorias, o
que pode indicar a eventual presenga de enteropatogenos®.

Os resultados fisico-quimicos e microbiolégicos
foram correlacionados e estdo demonstrados nas Tabelas
4 e 5. As correlagbes que apresentaram significancia
estatistica na regressao linear simples foram entre CT,
CTer e cloretos, e Enterococcus spp. e Aa. Os coliformes
foram os Uunicos micro-organismos que tiveram o
seu desenvolvimento inibido pela agdo do sal, com

significAncia estatistica (p < 0,05), sendo que 22,06%
e 11,49%, respectivamente, do crescimento dos CT e
de CTer foram explicados pela diminuicio do teor de
cloretos. Esses resultados estdo concordantes com aqueles
encontrados em “millkfish” salgado, que descrevem
as maiores contagens de CT e E. coli nas amostras
que apresentaram os menores teores de cloretos®. Os
Enterococcus spp. foram os micro-organismos analisados
que tiveram o seu crescimento influenciado pela Aa,
estatisticamente significante (p < 0,05), onde 30,67% do
seu crescimento foi explicado pelo aumento da Aa. A alta
Aa também influenciou o aumento do crescimento de
Enterococcus spp. em anchovas salgadas®.

Tabela 4. Regressao Linear Simples, p e R* entre Coliformes Totais
(CT) e coliformes a 45 °C (CTer) com cloretos (Cl), e entre Enterococ-
cus spp. (Ent) com Atividade de Agua (Aa)

Fat
* or.es Modelos de Equagio
associados
CTcomCl  (Y,,) = 54922 - 0,1829x , (p= 0,0026; R*= 22,06%)
CTer com Cl (Y, ) = 4,8590 - 0,1859x, (p= 0,0305; R*= 11,49%)

Entcom Aa (Y, )=-13,1238 + 20,6079x,_ (p=0,0051; R>= 30,67%)
p = nivel de significdncia (p<0,05); R? = Coeficiente de Determinagéo
CT, CTer. e Ent. em logNMP/g

Ent

Tabela 5. Regressdao Linear Multipla, p, R e R* de Rango Oxidativo
(TBARS), Bases Volateis Totais (BVT) com diferentes microrganis-
mos estudados

Fatores associados Modelos de equagao

TBARS (Y, puz0) = 1,48 - 0,12x, + 0,35%,
(p=0,0128; R = 0,58; R*= 0,34)
BVT (Yyp) = - 2,61 +0,02x + 0,48x, + 0,66x,

(p= 0,0000; R = 0,79; R’= 0,62)
p = nivel de significancia (p < 0,05); R = Coeficiente de Correla-
¢do Multipla; R* = Coeficiente de Determinagao; X, = Meséfilos em
logUFC/g; x, = Coliformes Totais em logNMP/g; x, = Coliformes a 45
°C em logNMP/g

As correlagdes que apresentaram significancia
estatistica na regressao linear multipla foram entre
TBARS, N-BVT e alguns micro-organismos estudados.
Dessa forma, 34% da producido de TBARS em pirarucu
salgado-seco pode ser explicada por, pelo menos, um
desses micro-organismos encontrados: mesofilos e CT,
com significancia estatistica (p < 0,05), sendo que os
CT (p = 0,0075) foram os micro-organismos que mais
explicaram a producdo do ranco oxidativo em pirarucu
salgado-seco. Esses dados corroboram com os descritos
para peixe-trilha salgado, onde foi verificado aos 11 dias
de estocagem, uma maior concentragdo de TBARS e a
mais alta contagem de coliformes™.
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Pelo menos um desses micro-organismos
estudados influenciou a produ¢do de N-BVT (p < 0,05):
mesdfilos, CT e CTer, sendo que os CTer (p = 0,0001)
seguidos dos CT (p = 0,0003) foram os micro-organismos
que mais explicaram a produ¢do de N-BVT em pirarucu
salgado-seco, resultados esses que confirmam aqueles
encontrados em peixe trilha salgado, com altos niveis de
N-BVT e contagens altas de mesoéfilos e coliformes, aos 11
dias de estocagem™, e em carpa salgada, ao verificarem-
se contagens significativas de mesoéfilos e coliformes e um
nivel médio de N-BVT de 55,40 mgN/100 g'°.

As contagens microbianas encontradas no
pirarucu salgado-seco comercializado na cidade de
Belém refletem um produto elaborado e comercializado
em condi¢oes de higiene e sanidade insatisfatorias.
Em média, a baixa Aa (0,73) e uma moderada
concentra¢do salina (14,60%) nido foram suficientes
para inibir o desenvolvimento de bactérias mesofilicas,
moderadamente halofilicas, fungos, SCP e coliformes,
apesar de as EV e os Enterococcus spp. nao encontrarem
condi¢des favoraveis para o seu crescimento. Nas amostras
coletadas nas feiras, ocorreram as contagens mdximas
de mesdfilos (6,75 logUFC/g), de halofilicos (8,75
logUFC/g), de SCP (7,05 logUFC/g), de Enterococcus
spp. (4,04 logUFC/g), e de CT (4,04 logUFC/g) e os
produtos mais deteriorados (altos indices de N-BVT
e TBARS), que confirmou as péssimas condi¢oes
higiénico-sanitarias desse local de comercializagdo do
pirarucu salgado-seco. Entretanto, a contagem maxima
de fungos (5,34 logUFC/g) foi verificada nas amostras
dos supermercados, o que possivelmente pode estar
associada a uma contaminag¢do ambiental e & menor Aa
encontrada nesse local de varejo.

CONCLUSAO

E necessdria uma padronizagio do processo de
salga e um melhor controle de qualidade do pirarucu
salgado-seco para possibilitar a elaboragdao de produtos
com teor de umidade uniforme e dentro do limite
preconizado para produto salgado-seco.

Considera-se de fundamental importancia um
maior rigor nas etapas seguintes a salga do pirarucu,
como manipulagdo, armazenamento e exposi¢do, em
especial naquelas amostras comercializadas no periodo
do defeso e nas feiras livres.

Ao considerarem-se os microrganismos viaveis
observados em pirarucu salgado-seco e as alteragdes
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fisico-quimicas encontradas, é possivel afirmar que esse
produto esta sendo produzido em condigdes higiénico-
sanitarias insatisfatérias, que sua forma de conservacio
é precaria, caracterizando perda de qualidade e risco a
saude do consumidor.

Logo, ha necessidade de um maior controle e
fiscalizagdo pelos 6rgaos competentes, principalmente
nas feiras livres e durante o periodo do defeso, pois os
resultados indicaram manipulacdo excessiva e sem
higiene e recontaminagdes pos-salga.
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RESUMO

Muitos alimentos possuem ingredientes ou compostos bioativos que oferecem beneficios a saude. O
colageno, que é uma proteina fibrosa encontrada nos tecidos conjuntivos do corpo, tem a fun¢do de
contribuir com a resisténcia e elasticidade dos tecidos. Em virtude de suas caracteristicas funcionais, essa
proteina tem sido adicionada aos alimentos com o intuito de alcangar os efeitos terapéuticos. O presente
trabalho visa mostrar como ocorre a formacdo do coldgeno e os efeitos benéficos no organismo, bem
como as caracteristicas, propriedades e aplicacdes em alimentos.

Palavras-chave. propriedade funcional, suplemento alimentar, composto bioativo.

ABSTRACT

Many types of food contain ingredients or bioactive compounds that provide health benefits. The collagen
is a fibrous protein found in the connective tissue of the body, and it plays a part in the tissues resistance
and elasticity. Due to their functional characteristics, this protein has been added into foods in order
to achieve therapeutic effects. This paper aimed at showing how the collagen formation occurs, and the
beneficial effects of this compound in the organism as well as its characteristics, properties and applications
in food.

Keywords. functional property, food supplement, bioactive compound.
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INTRODUCAO

A preocupagido com a qualidade de vida tem
levado o consumidor a procurar e consumir produtos
saudaveis, que possam melhorar as condi¢des de
saide e promover o bem-estar. A melhoria dos hébitos
alimentares, a preocupagdo com a estética e a prevencao
do surgimento precoce de doengas degenerativas por
meio da ingestdo de alimentos saudaveis contribuiram
para aumentar as pesquisas de caracterizagio de
alimentos e/ou ingredientes que possuem propriedades
terapéuticas, além das fungdes nutricionais normais.

Os alimentos funcionais podem conter um
ou mais ingredientes com propriedades terapéuticas,
destacando-se: fibras alimentares, oligossacarideos,
carotenoides,  proteinas, peptideos,  prebioticos,
probidticos, simbidticos, fitoquimicos e acidos graxos
poli-insaturados.

O colageno é um desses ingredientes com
caracteristicas funcionais, é uma proteina de origem
animal, cuja fun¢do no organismo ¢ contribuir com a
integridade estrutural dos tecidos em que esta presente.
O colageno é encontrado nos tecidos conjuntivos do
corpo, tais como os 0ssos, tenddes, cartilagens, veias, pele,
dentes, bem como nos musculos e na camada cornea dos
olhos. Porém, com o inicio da fase adulta, a deficiéncia de
colageno comega a ser notada, pois o organismo diminui
sua produgdo, sendo necessaria a sua suplementagdo. Em
vista disso, houve um aumento no interesse pela aplicagdo
industrial de coldgeno em suplementos alimentares e
em produtos alimenticios, como iogurtes, embutidos
(salsicha e presunto), chas, sucos e em sobremesas de facil
preparo, tais como gelatina, pudins e maria-mole. Esses
alimentos adicionados de colageno podem ser utilizados
em tratamentos para melhorar a elasticidade e firmeza
da pele e prevencdo de doencas, como a osteoartrite,
osteoporose, hipertensao e tlcera gastrica.

Nesse contexto, o presente trabalho visa
mostrar uma compilacdo de informagdes disponiveis
e o conhecimento atual sobre a formagao do colageno,
os efeitos benéficos ao organismo, as caracteristicas
quimicas, propriedades funcionais e as aplicagdes em
alimentos.

Definigao, formag¢do no organismo e estrutura
O termo “colageno” ¢ utilizado para denominar
uma familia de 27 proteinas isoformas encontradas

nos tecidos conjuntivos do corpo™”. Em termos de

quantidade, é o composto mais importante do tecido
conjuntivo e é um elemento estrutural importante em
organismos multicelulares**.

O coldgeno ¢ uma proteina fibrosa encontrada
em todo o reino animal, contém cadeias peptidicas
dos aminoacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina,
hidroxiprolina e alanina. Essas cadeias sdo organizadas de
forma paralela a um eixo, formando as fibras de colageno,
que proporcionam resisténcia e elasticidade a estrutura
presente®**. As proteinas colagenosas formam agregados
supramoleculares (fibrilas, filamentos ou redes), sozinhas
ou em conjunto com outras matrizes extracelulares
(Figura 1). Sua principal fun¢ao é contribuir com a
integridade estrutural da matriz extracelular ou ajudar a
fixar células na matriz. O colageno apresenta propriedades
mecénicas singulares, e é quimicamente inerte>*.

A molécula de colageno tem 280 nm de
comprimento, com massa molecular de 300.000 Da,
estabilizada por pontes de hidrogénio e por ligagdes
intermoleculares (Figura 1). A sequéncia de aminodcidos
no colageno é, em geral, uma unidade tripeptidica,
glicina-X-prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, onde o X
pode ser qualquer um dos 20 aminoacidos-padrao. Cada
molécula de coldgeno pode ter até trés cadeias diferentes,
que se unem na formagao do procolageno®*.

O processo de formagiao do colageno ocorre
principalmente durante o preparo da regeneragdo e do
desenvolvimento do tecido embrionario. As moléculas
de colageno sdo secretadas pelos fibroblastos na forma de
procolageno soluvel, que ¢ ladeado por duas estruturas
globulares de peptideos contendo nitrogénio (N-) e
carbono (C-) terminais’. O procolageno ¢ secretado
dentro das vesiculas, formado no aparelho de Golgi e,
em sequéncia, é secretado para a matriz extracelular
(Figura 1). Na matriz extracelular, ocorre a acao das
C- e N-peptidases, para clivar as duas estruturas
globulares ligadas as extremidades do procolageno. A
acdo dessas enzimas é necessaria para iniciar o processo
de fibrilogénese (produgdo de colageno), pois essas
estruturas globulares ligadas ao procolageno ocupam
um grande espaco em volta da molécula. Assim, ¢é
necessario que ocorra o processo de clivagem para
formacao do tropocolageno (Figura 1), que comeca a se
unir com outras moléculas de tropocolageno, formando
as fibrilas®. As moléculas de tropocolageno unem-se na
forma de conformacio torsa por meio de associa¢des
lado a lado, estabilizadas primeiramente pelas interagdes
hidrofébicas e eletrostaticas®.

531



Silva TF, Penna ALB. Colageno: Caracteristicas quimicas e propriedades funcionais. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2012; 71(3):530-9.

As ligagbes peptidicas estdo  presentes
nas formagdes das ligacbes cruzadas covalentes
intermoleculares entre as cadeias, resultado da interacao
entre os grupos aldeidos e grupos aminos livres. Essas
ligagoes cruzadas fornecem a estabilidade e a forga
tensora necessdria a estrutura supramolecular (Figura
1). Existem quatro residuos-chave envolvidos no inicio
das ligagoes das cadeias do tropocolageno: dois residuos
de lisina ou hidroxilisina de peptideos, contendo o
N-terminal; e dois residuos de lisina ou hidroxilisina de
peptideos, contendo o C-terminal. O arranjo cabega-
cauda-torso das moléculas de tropocolageno permite a
interacdo entre os peptideos contendo o N-terminal com
os peptideos adjacentes contendo o C-terminal®.

O percurso helicoidal dessa superestrutura
¢ destrogiro, sentido oposto ao enrolamento das
hélices polipeptidicas individuais, que é levdgira. Essas
duas conformacdes permitem um enrolamento mais
apertado possivel das multiplas cadeias polipeptidicas.
O enrolamento da hélice triplice fornece uma grande
resisténcia as forcas de tensao, sem nenhuma capacidade
para o estriamento. Assim, o colageno apresenta uma
resisténcia mecénica que é aumentada pelo enrolamento
helicoidal de multiplos seguimentos em uma super-hélice,
de uma forma muito parecida a corddes enrolados entre si
e sobre si mesmo, para formar uma corda mais resistente’.

Os aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina,
presentes na estrutura do colageno, nao sdo sintetizados,
mas sdo formados por hidroxilagio da prolina e lisina,
respectivamente, que se inicia nos ribossomos durante a
tradu¢do do mRNA do colageno. Assim, o processo de
hidroxilacio é concluido apds a formacio da estrutura linear®.

As fibrilas de colageno sdo compostas de
agregados de moléculas de colageno ao longo de um
eixo paralelo, mas cujas extremidades sdo igualmente
sobrepostas para produzir bandas de 70 nm. O conjunto
de fibrilas forma as fibras de colageno, que se organizam
em feixes* (Figura 1).

O colageno apresenta estrutura molecular
relativamente simples e ¢ insoluvel em agua, em virtude
da grande concentra¢ao de aminoacidos hidrofébicos,
quer no interior da proteina, quer na superficie. O
coldgeno representa uma exce¢ao a regra de que os
grupos hidrofébicos precisam estar escondidos no
interior da molécula proteica. O nucleo hidrofébico,
portanto, contribui menos para a estabilidade estrutural
da molécula, enquanto as ligacdes covalentes assumem
um papel especialmente importante’.
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Figura 1. Processo de formagdo, organizagéo e estrutura de coldgeno
(adaptado de Damodaran; Parkin; Fenema? Klug e Cumming® apud
Saeidi, 2009).

Obtencio industrial, caracteristicas e propriedades do
colageno

O colageno pode ser obtido de diversas espécies
animais (bovinos, suinos, peixes, etc.). No Brasil, a
maior parte do colageno é proveniente dos subprodutos
da industria de carne, em funcéo da elevada producio
brasileira de carne para exportacéo.

O colageno nativo insolivel é um subproduto
do couro de curtume obtido dos residuos da derme e
do tecido subcutineo, devendo ser pré-tratado antes
que possa ser convertido em uma forma adequada para
a extragdo. Esses materiais sdo previamente submetidos
ao tratamento quimico para a remog¢ao de gordura e
para a eliminagdo do calcio. Em seguida, sofrem um
aquecimento em 4gua em temperaturas superiores
a 45 °C. O pré-tratamento quimico vai hidrolisar as
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ligacdes ndo covalentes, de modo a desorganizar a
estrutura da proteina, produzindo um adequado inchaco
e solubilizacdo do colageno. O material resultante ¢é
submetido a secagem em estufa a uma temperatura
amena e moido. Durante a tltima etapa, duas fragdes sao
geradas de acordo com o tamanho da particula: o mais
fino é classificado como coldgeno em pd, enquanto o
mais grosso corresponde as fibras de colageno'>'"'2,

O colageno em sua forma bruta, na forma de fibras
ou po, pode ser submetido a reagdo de hidrdlise, que leva
a produgao da gelatina e do colageno hidrolisado'>".

A caracteristica mais importante do colageno
hidrolisado é a sua composicio de aminoacidos,
fornecendo um alto nivel de glicina e prolina, dois
aminoacidos essenciais paraa estabilidade e a regeneragao
das cartilagens. Portanto, apresenta efeitos benéficos ao
organismo®.

A gelatina ¢ uma proteina completamente
desnaturada, consequentemente, pode ser usada na
industria de alimentos apenas como agente emulsificante
e nao como fonte de fibras nutritivas. A principal
propriedade da gelatina é formar solu¢des para produzir
géis estaveis abaixo de 40 °C®.

Diversas pesquisas tém sido realizadas para
investigar as propriedades e caracteristicas desses
compostos visando sua aplicagdo industrial.

Lefebvre e Antonov'* realizaram um estudo
sobre o efeito da fusdo dos agregados de gelatina acida
e alcalina para evitar a agregagao das micelas de caseina
bovina. Em baixa forca ionica e pH neutro, as intera¢des
entre as moléculas de gelatina e micelas de caseina foi
suprimida significativamente acima de 36 °C. A fusdo
da gelatina acida, acima dessa temperatura, mudou o pH
no qual a formagao do complexo (caseina-gelatina) foi
maxima para a faixa acida. A causa pode ser que alguns
dos grupos funcionais ionizaveis da molécula de gelatina
sdo inacessiveis devido as mudancas na conformacéo.
Houve uma estabilidade muito alta, evitando a agregacao
da caseina na presenca de gelatina alcalina.

Em condi¢gdes normais, as fibras de coldgeno
sao ligeiramente extensiveis, porém, em tampio
acido diluido, elas sdo soluveis. Quando aquecidas a
temperatura de 60 °C, as ligagdes que estabilizam a hélice
sdo quebradas e as moléculas adotam uma conformacao
desordenada. O colageno umido sofre uma redugido
dréstica em seu comprimento (para 1/3-1/4 do tamanho
original) e adquire elasticidade, provavelmente devido
a distribuicdo das pontes de hidrogénio cruzadas entre

as cadeias do colageno. Em presenca de acido, alcalis e
solugdes aquosas salinas, o colageno absorve consideravel
quantidade de agua. O ponto isoelétrico do coldgeno se
encontra na faixa de 6,5 a 8,5, e qualquer desvio deste pH
(ou seja, mudanca do ponto isoelétrico) pode provocar
um inchago nao especifico, podendo ser maximo®.

A crescente valorizacio de subprodutos
industriais do colageno ¢ uma das principais razdes para
efetuar a extracdo de diferentes espécies de animais. A
otimizagdo das condi¢des de extragdo de colageno e de
gelatina tem atraido pesquisadores na ultima década.
As principais fontes de colageno sao pele e carne de
porco, couro e 0ssos bovinos. Assim, devido ao crescente
interesse pelo colageno, seu uso industrial de fonte nao
mamifera tem aumentado. A aplicagdo da gelatina na area
alimentar, fotografica, cosmética e farmacéutica é baseada
principalmente em suas propriedades gelificantes'.

Wolfetal.?realizaram um estudo para determinar
as caracteristicas fisico-quimicas de fibras de colageno
e de colageno em pd para a producao de filmes. Os
filmes contendo as fibras de coldgeno e colageno em po
apresentaram praticamente o mesmo teor de proteinas,
porém diferiram no tamanho e formato da particula e
solubilidade em dgua. As caracteristicas do colageno
podem ser exploradas para a produgédo de filmes, sendo
o p6 a base da matriz do filme, e as fibras agem como
preenchedores, exercendo um efeito de reforco. Filmes
com o contetido de proteinas fornecidas pela combinacao
de 50% de colageno em pd e 50% de fibras de colageno
apresentaram caracteristica uniforme, garantindo o
envolvimento das fibras na matriz do filme.

Grover et al.' avaliaram a reticulagio com
carbodiimida e a influéncia da composicio nas
propriedades fisicas e interagio com mioblastos em
filmes a base de colageno ou gelatina. A reticulagao dos
filmes é necessaria para proporcionar rigidez mecanica
e dar estabilidade, e também aumentar a atividade
das células pela adigdo de sequéncias de receptores
especificos de peptidios na superficie da pelicula.
Os resultados indicaram que mudangas bioquimicas
na composi¢do e reticulagio ndo somente afetou as
propriedades fisicas, tais como rugosidade da superficie e
rigidez mecénica, mas também alterou a atividade celular
dos filmes. Os filmes de gelatina sdo mais fracos e macios
do que os filmes de coldgeno. A reticulagao reduziu
significativamente a reatividade das células de todos os
filmes, independentemente da sua composi¢do inicial,
rigidez ou rugosidade. O efeito prejudicial da reticulagao
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na resposta celular pode ser devido as alteracdes nas
propriedades fisicas dos filmes, assim como uma redugéo
no numero disponivel de sitios de ligagdes celulares.
Embora a reticulagido possa ser usada para melhorar a
rigidez mecénica e reduzir a aspereza de filmes, reduz a
sua capacidade para suportar a atividade celular e pode
potencialmente limitar a eficicia dos filmes a base de
colageno e multi-camada.

O efeito do tratamento térmico sobre as
propriedades emulsificantes das fibras de colageno
foi estudado por Santana et al”’. Inicialmente, as fibras
de colageno tratadas por aquecimento (50 a 85 °C,
por 20 ou 60 min) foram caracterizadas, e entdo, o
efeito desse tratamento, condi¢do de pH (3,5 e 9,2)
e processo de homogeneizagio (20-100 MPa) foi
avaliado, determinando-se as propriedades de emulséo,
a separagao de fases, microestrutura e tamanho de gota,
e reologia. O tratamento térmico resultou em mudangas
na estrutura das fibras de colageno, porém nao suficientes
para melhorar suas propriedades emulsificantes. O
processo de aquecimento diminuiu a carga da proteina
e aumentou a solubilidade da proteina em agua, o que
provavelmente diminuiu a intera¢do dleo/proteina.
Como consequéncia, uma emulsio primdria composta
por fibras de coldgeno tratado pelo calor mostrou a
mais alta taxa e indice de cremosidade. As emulsoes
acidas produzidas por homogeneizac¢ao a alta pressdo
apresentaram alta estabilidade, com tamanho de gota
similar sob variagdes da pressio de homogeneizagio
(60 e 100 MPa) e da composicio de proteina. As
emulsdes finas somente mostraram diferencas notaveis
nas caracteristicas reoldgicas, com o decréscimo na
viscosidade e elasticidade com o aumento da pressio de
homogeneizagao e intensidade do tratamento térmico.
As interagOes estéricas e eletrostaticas entre as fibras
de colageno e as gotas de 6leo foram responsaveis pela
estabilidade da emulsio em pH 3,5, mas o mecanismo
predominante variou com a densidade de carga e
solubilidade da proteina.

Mazorra-Manzano et al.’® desenvolveram um
método para a determinagdo do teor de hidroxiprolina
em produtos cdrneos por eletroforese capilar (EC)
como um indice do contetdo de colageno. O uso de
colageno hidrolisado como fonte de proteina ou agente
de retengdo de dgua é uma pratica comum em produtos
carneos, porém, ha um limite permitido pela legislacao.
O método desenvolvido EC poderia ser usado por
agéncias reguladoras para garantir o cumprimento
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dos limites maximos de adi¢do de colageno em carnes
processadas. Os autores afirmam que o método EC
foi mais preciso e exato para determinar o teor de
hidroxiprolina, em comparagdo ao método oficial
colorimétrico.

Apesar dos esfor¢os extensivos na investigacao
das propriedades mecanicas tipicas do colageno, um
entendimento profundo da relagdo entre a estrutura
molecular e as propriedades mecénicas ainda nido esta
esclarecido, em funcao da complexa estrutura hierarquica
dos tecidos a base de colageno.

Gautieri et al."” realizaram um estudo sobre as
propriedades viscoelasticas de moléculas de colageno
e de fibrilas. Os resultados mostraram que a molécula
individual de colageno exibiu um comportamento
viscoelastico ndo linear. O teste da modelagem
molecular baseou-se em um modelo peptidico apenas
com os aminoacidos glicina-prolina-hidroxiprolina,
esperando, portanto, que o colageno natural, com
uma sequéncia primaria mais variada, apresentasse
propriedades viscoelasticas parcialmente diferentes do
modelo peptidico. Pela primeira vez, foi relatado que a
viscosidade de uma unica molécula é muito menor do
que a viscosidade encontrada nas fibrilas individuais de
colageno, sugerindo que o comportamento viscoso de
fibrilas de coldgeno e as fibras envolvem mecanismos
adicionais, tais como deslizamento molecular entre as
moléculas de colageno dentro da fibrila ou o efeito de
relaxamento de maiores volumes de solvente. Com base
nos resultados da modelagem molecular, os autores
propuseram um modelo estrutural simples que descreve
o tecido colagenoso como uma estrutura hierarquica,
fornecendo uma descri¢io ascendente em que as
propriedades elasticas e viscosas formam as propriedades
bésicas de constru¢do dos tecidos.

Efeitos terapéuticos do colageno

O predominio de aminodcidos como glicina,
prolina, lisina, hidroxiprolina, hidroxilisina e alanina, e a
auséncia da maioria dos aminoacidos essenciais como o
triptofano, faz com que o colageno seja considerado uma
fonte proteica pobre para a dieta humana®. Por outro
lado, o colageno ¢ um exemplo claro do relacionamento
da estrutura proteica e a fungao bioldgica, pois fornece
resisténcia e elasticidade nas estruturas anatdomicas
na qual estd presente. Assim, a falta de aminoacidos
essenciais do coldgeno nao o torna inutilizavel, pois suas
fragdes apresentam um importante papel na dieta humana
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por serem consideradas fontes de fibras nutritivas e por
constituirem uma fonte de proteina animal®.

Um avango na medicina nutricional ¢é a
prevencgao e o tratamento das disfungdes gastrointestinais
pelo consumo de fibras dietéticas, uma vez que esses
compostos mantém o funcionamento normal do trato
gastrointestinal, aumentando o volume do conteudo
intestinal e das fezes, o que reduz o tempo de transicao
intestinal e ajuda a prevenir a constipagdo. Sua presenca
nos alimentos induz a saciedade no momento das
refeicoes>®. Ha alguns anos, considerava-se que os
vegetais e as frutas eram as maiores fontes de fibras
em alimentos. Entretanto, em uma série de casos, o
colageno, e particularmente suas fragdes, obtidas por
uma variedade de técnicas, provou ser mais eficiente do
que as fibras de origem vegetal - como, por exemplo, na
absorgdo de agua e gelificagdo. Além disso, o colageno é
apropriado como um substituto parcial de carne®.

As fibras alimentares derivam-se principalmente
da parede celular e de estruturas intercelulares dos
vegetais, frutos e sementes, estando associadas a outras
substdncias como proteinas, compostos inorganicos,
oxalatos, fitatos, lignina e substancias fendlicas de
baixo peso molecular. A investigacdo sobre o papel
fisiologico das fibras da dieta no organismo nao ¢ nova.
Os estudos demonstraram diversos beneficios para a
saude, prevenindo a incidéncia de cincer e de doencas
cardiovasculares.

A habilidade das fibras em formar gel e aumentar
o volume depende das propriedades do meio e determina
o efeito dessas substincias nas contragdes peristalticas
do intestino e nos processos de evacuagdo do bolo
fecal. A presenca de grupos funcionais na superficie
da fibra capazes de interagir com os solutos assegura
o envolvimento das fibras no processo, regulando a
distribui¢ao das substancias na cavidade intestinal e sua
distribui¢do para o meio. O envolvimento das fibras na
absorcio de substancias da fase fluida do bolo fecal muda
a composi¢do da fase e, consequentemente, a cinética
de liberagdo de substincias livres para o organismo.
Quando os valores de pH mudam, os grupos carboxilas
das moléculas das fibras atuam como um tampao. Esses
mesmos grupos mantém a basicidade funcional das
fibras, facilitando a adsor¢do de ions, particularmente
cations carregados de multiplas cargas, que formam
quelatos estaveis com as carboxilas®.

Diversos trabalhos evidenciaram os beneficios
da ingestdo de colageno hidrolisado para o organismo: i)

melhoria da firmeza da pele; ii) protecio dos danos das
articulagdes; iii) melhoria no tratamento da osteoporose;
iv) prevencao do envelhecimento; v) anti-hipertensivo; e
vi) protecao contra ulcera gastrica'> %,

O colageno apresenta varias aplicagdes
biomédicas, pois é amplamente usado como veiculo
para farmacos, proteinas e genes. O colageno apresenta
aplicagoes bem-sucedidas, como substituto de pele
humana, vasos sanguineos e ligamentos. A base de
biomateriais de colageno devera tornar-se uma substancia
matriz util para varias aplicacdes médicas®.

Pesquisas sobre a relagdo entre o envelhecimento
da pele e a produgdo de colageno tém aumentado
nos ultimos anos. A principal caracteristica do
envelhecimento da pele ¢ a fragmentacdo da matriz de
colageno na derme por agdo de enzimas especificas, tal
como a metaloproteinase da matriz. Essa fragmentagédo
na estrutura da derme diminui a produ¢io de mais
colageno. Os fibroblastos que produzem e organizam
a matriz de colageno ndo podem inserir o coldgeno
fragmentado. A perda da inser¢do de colageno, ou
seja, a menor producdo de coldgeno impede que os
fibroblastos recebam informag¢des mecanicas, ocorrendo
o desequilibrio entre a produgao de colageno e a agdo de
enzimas que degradam o colageno. Na pele envelhecida,
ha uma menor produg¢ao de colageno pelos fibroblastos
e uma maior agdo das enzimas que o degradam, e este
desequilibrio avanca o processo de envelhecimento.
Sao comprovados clinicamente que os tratamentos
antienvelhecimento, com 4écido retinoico, laser, CO, e
injecdo intradérmica de acido hialurénico, estimulam
a producao de novo colageno nao fragmentado. Esses
tratamentos promovem o equilibrio entre a producio de
colagenoeaagdodasenzimas que o degradam, retardando
o processo de envelhecimento e, consequentemente,
melhoram a aparéncia e a saude da pele®.

Zague** estudou os efeitos da ingestdo do
colageno hidrolisado nas propriedades da pele. Foi
levantada a hipdtese que a suplementacao dietética com
colageno hidrolisado promova a sintese de coldgeno na
pele. Provavelmente, os peptideos de colageno possam
aumentar a agao de fibroblastos e a formagao de fibrilas
de colageno de uma maneira especifica. O trabalho
mostrou a importante contribuicdo e a compreensio
da viabilidade do uso de coldgeno hidrolisado na dieta
funcional e a necessidade de ensaios clinicos bem
planejados para comprovar as alegacdes de beneficios
na pele.
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Os resultados das pesquisas de Zague et al.?’
indicaram que a ingestao de colageno hidrolisado pode
aumentar a produgdo de colageno pelos fibroblastos e
retardar o envelhecimento da pele, reduzindo as mudancas
relacionadas a matriz extracelular durante o envelhecimento
por estimular o processo anabdlico na pele.

Guillerminet et al.* observaram a influéncia
do uso de coldgeno hidrolisado na melhoria do estado
dos ossos e na prevencio da perda dssea em ratas
ovariectomizadas de diferentes idades. Raloxifeno
foi usado como controle positivo, uma vez que esse
composto é efetivo na prevencio de mudangas induzidas
nos ossos de ratas ovariectomizadas. A ingestio de
colageno hidrolisado reduziu os fatores de reabsor¢ao
Ossea e restaurou densidade mineral dssea de ratas
ovariectomizadas. Além disso, a ingestdo de colageno na
dieta pode impedir a redugdo da densidade mineral 6ssea
de forma tdo eficiente quanto o raloxifeno. Os autores
mostraram o potencial uso do colageno hidrolisado
como um complemento nutricional para prevenir a
perda éssea. No entanto, trabalhos adicionais sobre a
aplica¢ao clinica sdo necessarios para avaliar os possiveis
beneficios associados com a suplementagao de colageno
hidrolisado para mulheres pds-menopausa com alto
risco de perda Ossea.

O coldgeno hidrolisado também apresentou
resultados satisfatorios no tratamento da osteoartrite e
da osteoporose. A ingestdo diaria de 10 g de colageno
hidrolisado de grau farmacéutico (PCH) reduziu a dor
em pacientes com osteoartrite no joelho ou quadril e
aumentou a concentragdo de hidroxiprolina no sangue
quando comparados com o uso do placebo. O uso clinico
de colageno hidrolisado esta associado com o minimo
de efeitos adversos, principalmente os gastrointestinais.
O uso de colageno hidrolisado para o tratamento de
osteoartrite e osteoporose é atraente, pois pode ser
utilizados por longo prazo nessas doengas cronicas®..

O colageno hidrolisado extraido da pele de lula
apresentou efeitos antioxidante e antienvelhecimento
em mosca de frutas. Houve inibicdo da atividade da
polifenoloxidase (agindo como um antioxidante),
diminuindo, portanto, a produgdo de lipofuscina, um
pigmento marrom caracteristico do envelhecimento
da mosca de fruta, ou seja, o colageno hidrolisado
apresentou atividade antienvelhecimento. Para atingir
o objetivo de prevenir o envelhecimento, o coliageno
hidrolisado pode ser utilizado em alimentos funcionais,
cosméticos, nutracéuticos e para outros fins da saide®.
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Além dos beneficios antienvelhecimento, o
colageno também apresenta efeito anti-hipertensivo.
Um estudo in vivo do potencial anti-hipertensivo
do colageno hidrolisado de origem bovina e suina
foi realizado em ratos naturalmente hipertensos e
obteve resultados satisfatorios. O colageno hidrolisado
aumentou significativamente a inibi¢do da atividade da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e aumentou
a atividade hipotensiva. A ECA promove a conversao
da forma inativa do decapeptideo angiotesina I em
octopeptideo angiotensina II, um potente vasoconstritor,
e desativa a bradicinina, que é um vasodilatador poderoso
e permeabilizador da parede dos vasos. Assim, o colageno
hidrolisado de origem bovina e suina apresenta um
potencial de aplicagdo em tratamentos ou prevencdo de
hipertensao®.

A administracdo de isolado proteico de soro e
de colageno hidrolisado de origem bovina e suina para
reduzir os efeitos da ulcera gastrica foi observada em
ratos submetidos a gavagem. Esse tratamento reduziu
de 40% a 77% o indice de lesio ulcerativa (ILU),
dependendo da dosagem. Por exemplo, isolado proteico
de soro/colageno de origem bovina (na propor¢ao de
375:375 mg/kg peso corporal) reduziu em 64% a ILU.
O mecanismo para a prote¢io da mucosa envolveu
uma reducdo da concentragdo plasmatica de gastrina
(aproximadamente 40%), um aumento significativo
(50-267%) na produc¢do de muco, e uma reduc¢io no
ILU, quando as administragdes foram intragastricas. A
gastrina, substancia sulfidrila, a formagao de muco, o fluxo
de sangue mucosal, a renovagao celular e a produgéo de
bicarbonato estdo envolvidos na prote¢do contra a tlcera
gastrica. Assim, o colageno hidrolisado, tanto de origem
bovina quanto o de origem suina, apresentou maior efeito
na produg¢ao de muco. Por outro lado, o efeito do isolado
proteico de soro também foi dependente de compostos
sulfidrilicos, resultando em um efeito protetor quando as
duas proteinas foram administradas em conjunto®.

O estudo randomizado, duplo-cego, controlado
por placebo, avaliou a tolerancia e eficicia de um
suplemento alimentar de baixo peso molecular composto
por extrato hidrolisado de cartilagem de frango (colageno
BioCell) no tratamento dos sintomas da osteoartrite. Os
80 pacientes foram divididos em dois grupos: um grupo
em que foi administrado 2 g de coldgeno BioCell e 0 outro
com placebo, ambos durante 70 dias. O colageno BioCell
foi bem tolerado e proporcionou redugdo significativa
dos sintomas em pacientes que sofrem de osteoartrite.
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O colageno BioCell pode ser considerado uma forma
segura e eficaz para complementar as atuais opgdes
médicas e de alimentagdo para o controle dos sintomas
da osteoartrite®.

Colageno como ingrediente funcional em alimentos

Diversos estudos foram realizados para avaliar
a aplicagdo do colageno como ingrediente funcional em
alimentos. H4& um aumento no interesse da industria
de alimentos pelo colageno e gelatina devido as suas
propriedades emulsificantes, agentes espumantes,
estabilizantes coloidais, formadores de peliculas
biodegradaveis, agentes microencapsulantes, com a
tendéncia de substituir o material sintético pelo natural.
Além de explorar diversos tipos de bioativos, agentes
antimicrobianos, antioxidantes e anti-hipertensivos, os
estudos também se concentram sobre o efeito da ingestao
oral em animais e humanos. Assim, houve um aumento
de pesquisas sobre a hidrélise enzimatica do colageno e
da gelatina para a produgao de peptideos bioativos".

Souza et al’' avaliaram sensorialmente uma
sobremesa contendo colageno hidrolisado e soja, para ser
usada como alimento funcional. O colageno hidrolisado
ndo apresenta poder de gelatiniza¢ao, sendo de facil
manuseio e pode ser usado no preparo de diversos
alimentos em conjunto com a gelatina. Os resultados
obtidos foram bastante satisfatérios, tanto para os
atributos sensoriais analisados como para a aceitacao
global dos produtos. Os atributos cor, odor, sensagdo
na boca e textura receberam notas elevadas, assim
como a aceitagdo global dos produtos, uma vez que os
provadores ndo perceberam a adicdo de gelatina e de
colageno hidrolisado na sobremesa. O estudo mostrou
a viabilidade de producido das sobremesas como fonte
de colageno hidrolisado. O consumo de 3 g de gelatina
e 7 g de colageno hidrolisado, totalizando 10 g por
dia, é benéfico contra doencas como a osteoartrite e a
osteoporose’’.

A suplementagdo de colageno hidrolisado em
leite fermentado ou em agua foi testada para prevengao
de doencas reumaticas, como a osteoartrite. A melhor
absor¢do dos aminodcidos do colageno hidrolisado
ocorreu no suplemento com leite fermentado. Porém, o
valor funcional desse produto pode ndo estar somente
relacionado aos aminoacidos do colageno hidrolisado,
mas combinado com outras proteinas ou peptideos,
como as proteinas do leite e peptideos bioativos do leite
fermentado®.

Ziegler e Sgarbieri® efetuaram a caracterizagao
quimico-nutricional de um isolado proteico de soro de
leite, um hidrolisado de coldgeno bovino e misturas dos
dois produtos. O hidrolisado de colageno bovino mostrou-
se deficiente em todos os aminoacidos essenciais, no
entanto, pesquisas tém mostrado a importincia do
colageno e seus derivados na manutengao e reconstitui¢ao
da pele, dos ossos, dos tecidos cartilaginosos e da matriz
extracelular”’. A mistura de 60% de isolado de soro
e 40% de hidrolisado de colageno bovino apresentou
elevado valor nutritivo e alto indice de solubilidade em
agua, mostrando-se promissora como ingrediente para a
formulagao de alimentos dietéticos para idosos®.

O aumento do interesse pelas fibras de colageno
e colageno em pd em alimentos ocorreu devido as suas
propriedades mecénicas, a capacidade de absor¢ao
de agua, ao potencial gelificante, estabilizante e como
biomaterial. Esse interesse estd relacionado ao seu teor
proteico, as maiores concentra¢des de proteinas e as
fracoes de proteinas solaveis e insoluveis. Assim, a fim
de desenvolver produtos com propriedade de textura
desejada, tais como dureza e suculéncia, é necessario
equilibrar fatores como a relacio proteina soluvel/
insolavel, o tamanho da particula do colageno e otimizar
as variaveis de processo como o pH, temperatura e adicao
de sal*.

A fibra de coldgeno apresenta potencial como
emulsificantes em produtos alimentares em pH
acido, devido ao seu alto valor de pI (6,5-8,5), quando
comparado com outros emulsificantes proteicos (soja,
caseina e proteina do soro)®.

O uso de goma acécia ou colageno hidrolisado
em barras de cereais diet foram avaliados sensorialmente.
Tanto a adigdo de colageno hidrolisado como de goma
acacia tiveram boa aceitagdo. Quanto a inten¢do
de compra, 78,4% dos provadores se manifestaram
propensos a comprar a barra contendo colageno,
enquanto que, para a barra contendo goma acdcia, esse
valor foi de 53,3%, evidenciando a influéncia favoravel do
uso de colageno hidrolisado em barras de cereais diet. A
formulagao contendo colageno foi superior a formulagao
contendo goma acacia, demonstrando seu potencial de
aplicacdo®.

Nunes etal.”” adicionaram coldgeno em mortadela
de filé de tilapia, visando produzir um alimento altamente
saudavel, saboroso e nutritivo, que pode ser consumido
diretamente, ou utilizado em lanches, petiscos e nas mais
variadas receitas visando o aumento de consumo de
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peixe no pais, além de favorecer o consumo de colageno
de forma indireta. O produto foi avaliado sensorialmente
(cor, aroma, textura, sabor e aceitagdo global) por um
grupo de 121 provadores ndo treinados. Os produtos
receberam alta aceitacio sensorial.

Diamantino® avaliou a adicdo de 0,5% e 1,0% de
colageno hidrolisado em queijo prato, como substituto
de gordura. Durante o processo de maturagao, foram
realizadas analises fisico-quimicas para a caracterizacao
dos produtos, avaliacdo da proteodlise, do derretimento e
da textura. A adi¢do dos substitutos promoveu aumento
do teor de umidade e, consequentemente, do rendimento
dos queijos. O comportamento da glicdlise e da protedlise
durante a maturacdo do queijo prato light modificado
foi proximo ao observado para o queijo prato integral.
Entretanto, ndo houve uma rela¢do entre a adicdo dos
substitutos de gordura e aumento da capacidade de
derretimento e melhoria da textura do queijo prato com
baixo teor de gordura. Os pesquisadores recomendam
que outros estudos sejam realizados para compreender
melhor o efeito do concentrado proteico de soro e do
colageno hidrolisado na qualidade dos produtos, a
fim de avaliar seu potencial para a produgao do queijo
prato com reduzido teor de gordura com caracteristicas
semelhantes aos queijos integrais.

CONSIDERACOES FINAIS

Até o momento, as pesquisas mostraram
os potenciais efeitos beneficios para a saide e que
a suplementacdo de colageno em alimentos tem
demonstrado resultados promissores, com melhoria
das caracteristicas tecnoldgicas. Ha necessidade de
se aumentar as pesquisas dedicadas ao estudo mais
detalhado das propriedades funcionais do colageno, a
fim de explorar seu potencial de aplicagdo em diversas
areas.
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RESUMO

A prépolis, substancia produzida pelas abelhas a partir de partes das plantas, tem sido consumida para fins
terapéuticos. Dada a escassez de dados sobre a propolis comercializada no Brasil, este estudo avaliou os
parametros de identidade e qualidade de propolis: umidade, residuo mineral fixo, cera, massa mecanica,
fenolicos totais, flavonoides totais, substancias soliveis em etanol, indice de oxidagdo e espectro de
absor¢do de radiagoes ultravioleta e visivel, em amostras coletadas nas regiées Nordeste (NE), Sudeste
(SE), Sul (SU) e Centro-Oeste (CO) do pais. Os resultados obtidos foram comparados com os padroes
estabelecidos na legislagdo brasileira, e foi realizada uma comparagido entre as quatro regides. As 12
amostras coletadas na regiao SE e as trés da regido CO atenderam a todos os requisitos previstos em
legislagdo. Porém, resultados desconformes foram detectados em uma das dez amostras da regido SU e
em cinco das oito da regidao NE. As médias nas amostras da regiao NE foram estatisticamente semelhantes
nas amostras da regido SU em cinco dos oito pardmetros quantitativos: teor de umidade, massa mecanica,
indice de oxidagdo, fendlicos totais e flavonoides totais. O teor de fendlicos foi o unico pardmetro cuja
média foi estatisticamente igual nas amostras das quatro regides.

Palavras-chave. propolis, indice de oxidagdo, fendis, flavonoides, qualidade.

ABSTRACT

Propolis is a substance produced by bees from some plant parts, and it has been consumed by the population
with therapeutic purposes. Given the lack of data on the propolis commercialized in Brazil, this study
aimed at assessing the identity and quality parameters of propolis (moisture, fixed mineral residue, wax,
mechanic mass, total phenolics, flavonoids, ethanol-soluble substances, oxidation index, ultraviolet and
visible absorption spectra) in samples collected from Brazilian Northeast, Southeast, South and Middle
West regions. The found results were compared with those established by the Brazilian legislation, and also
among the four regions. Twelve samples collected from the Southeast region and three samples from the
Middle West region complied with those limits established by legislation in force. However, noncomplying
results were detected in one of 10 samples from the South region and in five of eight samples from the
Northeast region. The mean values in samples from the Northeast region were statistically similar to those
from the Southeast region in five of eight quantitative parameters: moisture, mechanic mass, oxidation
index, total phenolics and flavonoids. Phenolics were the only parameter in which the mean value was
statistically equal among the samples from the four regions.

Keywords. propolis, oxidative index, phenols, flavanoids, quality.
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INTRODUCAO

A propolis é o produto apicola elaborado
a partir do material resinoso, gomoso e balsamico
coletado das arvores pelas abelhas, o qual elas modificam
acrescentando secrecdes salivares, cera e polen' e utilizam
para diversos propdsitos na colmeia, como selar orificios,
0 que evita a entrada de intrusos e mantém a temperatura
da colmeia em torno de 35 °C, e revestir a parede interna
dos opérculos, criando nao sé uma barreira fisica como
um ambiente asséptico para o desenvolvimento das
larvas, possivel em razdo da agao antimicrobiana de certos
componentes da prépolis®. Sua composicio quimica é
bastante complexa e determinada, basicamente, pelo
perfil quimico da flora visitada pelas abelhas®. Entre as
fontes vegetais da propolis brasileira estdo a Baccharis
spp., particularmente a Baccharis dracunculifolia
(alecrim do campo); Dalbergia ecastophyllum (rabo-de-
bugio); Araucdria angustifélia (pinheiro brasileiro); e o
Eucalyptus citriodora (eucalipto)**.

Mais de 200 componentes ja foram identificados
em diferentes amostras de propolis que, de modo geral,
contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras,
5-10% de 6leos essenciais, 5% de graos de pdlen, além
de pequenas quantidades de aluminio, calcio, estroncio,
ferro, cobre, tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina
(B6), 4cido nicotinico (B3), acido ascérbico (C), alfa-
tocoferol (E) e acido pantoténico (B5)°. Também sio
encontradas quantidades significativas de metabdlitos
secundarios de plantas, associados a propriedades
biolégicas de interesse, como a¢do antimicrobiana®,
antioxidante’, anti-inflamatdria® e anticarcinogénica’.

Nao hd dados precisos sobre a produgio de
propolis no Brasil, mas o Servigo Nacional de Apoio as
Micro e Pequenas Empresas aponta grande demanda
externa pelo produto nacional, sendo a Coreia do Sul,
China e Japdo os principais compradores'®, onde o
produto tem sido estudado e utilizado em alimentos
e bebidas com a finalidade de manter ou melhorar a
saude humana. Em 2001, o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA), aprovou uma
legislacao especifica onde constam padroes de identidade
e qualidade da prépolis produzida no pais, visando
os mercados interno e externo. Porém, niao foram
estabelecidos os métodos de andlises a serem utilizados'.
Embora a legislacdo ja esteja em vigor ha dez anos,
poucos dados foram encontrados sobre a qualidade da
propolis produzida no Brasil.

Assim, este estudo teve por objetivo avaliar
parametros de identidade e qualidade da propolis
coletada em quatro regides do Brasil (Nordeste, Sudeste,
Sul e Centro-Oeste) e comparar os resultados obtidos
com os padroes estabelecidos na legislagdo brasileira, e
ainda realizar um comparativo entre as quatro regioes.

MATERIAL E METODOS

Material

As amostras de propolis de abelha Apis mellifera
foram adquiridas in natura, entre os anos de 2003 e
2005, de apicultores ou entrepostos de quatro regides do
Brasil, perfazendo um total de 33 amostras (Tabela 1). As
impurezas (poeira, pedagos de madeira, abelhas mortas,
tracas e qualquer outro tipo de material estranho) foram
retiradas e, em seguida, as amostras foram trituradas,
peneiradas em tamis de 18 “mesh” (1.000 micras),
homogeneizadas, pesadas e armazenadas a 5°C até o
momento das andlises.

Tabela 1. Localidades de coleta de amostras de propolis in natura em
quatro regides do pais

Regido/Estado Municipio

Nordeste

Bahia Mucuri, Irecé, Palmeiras, Lengdis
Rio Grande do Norte Jodo Camara
Maranhio Sao Luiz

Paraiba Santa Terezinha, Joao Pessoa
Sudeste

) ) Barbacena, Itabira, Lavras, Patrocinio, Juiz
Minas Gerais
de Fora

N Salesépolis, Barra do Chapéu, Paraibuna,
Sao Paulo . .

Cajamar, Pilar do Sul
Rio de Janeiro Itaborai, Paraiba do Sul

Sul

Sao José da Boa Vista, Sdo Mateus do Sul,
Wenceslau Bras, Ivai
I¢ara, Anitapolis, Itajai, Ararangua

Parana

Santa Catarina

Rio Grande do Sul Pelotas, Taquara
Centro-QOeste

Mato Grosso do Sul Campo Grande, Mundo Novo, Angélica
Métodos

Preparo do extrato etandlico de propolis (EEP)

O extrato foi preparado com base no
procedimento descrito por Park et al.!! com modificagdes
propostas por Matsuda'?. Para tal, fez-se a adicdo de
15 mL de etanol a 80% em 0,3 g de prépolis triturada,
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previamente desidratada em estufa a 60 °C, e procedeu-
se incubagdo por 10 minutos, sob agitacao. Em seguida,
fez-se a centrifugacdo a 3.000 rpm por 3 min (centrifuga
Hermle Z 320) e o sobrenadante foi filtrado em papel
de filtro (Advantec 5A com 0,06 mg cinzas/90 mm) e
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. O
mesmo procedimento foi realizado por mais trés vezes,
porém com 10 mL de etanol a 80%. O resultado de cada
extracgdo foi transferido para o mesmo baldo e o volume
completado com etanol a 80%.

Umidade

O teor de umidade foi determinado por
gravimetria pela perda de agua por secagem sob
infravermelho, em analisador de umidade modelo MA
45 marca Sartorius'>'.,

Residuo mineral fixo

A determinagdo foi realizada por gravimetria,
por incineragdo em mufla, marca EDG Equipamentos
modelo EDGCON 1P, a 550 °C'>*>.

Cera

O teor de cera foi determinado a partir de 1 g
de amostra, previamente triturada, que foi pesada em
cartucho de celulose e extraida em aparelho Soxhlet
com 110 mL etanol absoluto por 6 horas. Apds esse
processo, o extrato obtido permaneceu por 24 h a 5
°C. Em seguida, foi realizada a filtragdo a frio em papel
de filtro n° 3, previamente pesado. O papel de filtro foi
seco em estufa a 105 °C e, em seguida, colocado em
dessecador até peso constante. Apos a filtracdo, o papel
foi novamente pesado'>'¢"". Para o calculo, foi utilizada a
seguinte formula:

Cera (%) = (P3 - P2)/ P1

Sendo: P1 = massa inicial da amostra (g); P2 =
peso do papel de filtro (g); P3 = peso do papel de filtro
+ cera (g)

Massa mecdanica

A partir do residuo da determina¢do do teor
de cera, foi determinada a massa mecénica. Para tanto,
o cartucho de celulose contendo o residuo foi seco em
estufa a 80 °C por 2 horas e, em seguida, foi colocado em
dessecador e pesado. Esse procedimento foi repetido até
peso constante'>"’.
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Substancias soluveis em etanol

A partir do EEP foi determinada a quantidade de
substdncias soluveis em etanol pesando, em pesa-filtro
previamente tarado, 3 g de extrato etandlico, e submetido
a secura em banho-maria, sob agitacao ocasional, até
evaporac¢do. Por fim, o residuo foi seco em estufa a
temperatura de 105 °C até peso constante'?.

Indice de oxidacdo

Para a determina¢ao do indice de oxidagdo, foi
pesado 0,2 g de amostra de propolis, dissolvida em 5
mL de dlcool etilico e deixada em repouso por 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida, foram acrescentados
100 mL de agua destilada e a solugao filtrada em papel
de filtro n° 3. A 1 mL do filtrado foram adicionados 40
mL de agua destilada e 1 mL do acido sulftrico a 20%. A
mistura foi agitada por 1 min e, depois, foi acrescentado
5uL de permanganato de potassio 0,1 N. Com o auxilio
de um cronémetro foi medido o tempo, em segundos,
que corresponde ao tempo gasto para o desaparecimento
da cor rosa, a qual determina o indice de oxidagdo'**“.

Determinagdo qualitativa de compostos fenélicos

A determinacdo do espectro de absor¢do dos
extratos etanolicos de propolis foi realizada segundo
o método descrito por Park et al.’®* e Matsuda'?, e os
espectros de absor¢do na regido UV-visivel foram
determinados na faixa de comprimento de onda de 195 a
450 nm, em espectrofotdmetro Shimadzu (modelo UV-
1700).

Determinagdo quantitativa de compostos fenélicos

A determinacdo dos compostos fendlicos totais,
com base em acido galico, foi realizada a partir do EEP,
de acordo com a metodologia descrita por Woisky,
Marcucci® e Matsuda'?. A curva de calibragdo foi feita
usando-se uma solugdo padrao de acido galico 1 mg/
mL em etanol, no intervalo de 0,1-1,5 mg/mL. Foi
estabelecida a equagéo da reta utilizando-se o método da
regressdo linear. A absorbéancia das amostras foi medida
em espectrofotometro Shimadzu (modelo UV-1700) em
comprimento de onda de 760 nm, em cubetas de vidro
de 1 cm de caminho 6ptico. O teor de fendlicos totais em
acido galico foi calculado conforme a seguinte féormula:

F (%) = Abs x CA x FD/ m
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Sendo: F (%) = Teor de fendlicos totais em acido
galico em porcentagem (%) de amostra seca; CA =
coeficiente angular; FD = fator de diluigdo; d = massa de
propolis testada (g)

Determinagdo quantitativa de flavonoides totais

A determinagdo quantitativa de flavonoides
totais, com base em quercetina, foi realizada a partir
do EEP, conforme metodologia descrita por Ikegaki* e
Matsuda'. Fez-se uma curva padrdo com quercetina,
no intervalo de 0,01-0,2 mg/mL. Foi estabelecida a
equacdo da reta utilizando-se o método da regressdo
linear. A absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotdmetro Shimadzu (modelo UV-1700) em
comprimento de onda de 425 nm, em cubetas de vidro
de 1 cm de caminho dptico. O teor de flavonoides foi
calculado conforme a seguinte férmula:

TF (%) = C,,, n, X 100/ d

mg/
Sendo: TF (%) = Teor de flavonoides totais em

quercetina em porcentagem (%) de amostra seca; C =

concentragao; d = densidade do extrato (g/mL)

Andlise estatistica

As regides foram comparadas, inicialmente, em
relacdo a cada caracteristica em estudo por ANOVA
one-way para a comparagdo das médias, e esta técnica
ndo produziu um modelo significativo para algumas
caracteristicas (umidade, residuo mineral fixo, cera,
massa mecénica, sélidos soliveis em etanol e fendlicos
totais). Aplicou-se, entdo, o teste ndo paramétrico
equivalente, o teste de mediana de Mood, que apresenta

um intervalo de confianca de 5% para a mediana de cada
regido, tornando possivel a ordenac¢ao das mesmas. Para
a andlise de indice de oxidacédo e flavonoides totais, os
dados foram tratados por meio de ANOVA one-way,
seguido de testes de comparagdo multipla (teste de
Tukey) para identificagdo dos contrastes significativos.
Em todas as andlises estatisticas considerou-se um
nivel de significancia de 0,05 na tomada de decisdes™.
Os calculos foram realizados utilizando-se o software
estatistico MINITAB 14.1.0 (Minitab Inc.)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinac¢des quantitativas

O resultado das determinagdes de umidade,
residuo mineral fixo, cera, massa mecanica, fenolicos
totais, flavonoides totais, substincias soluveis em etanol
e indice de oxidagdo esta disposto nas Tabelas 2, 3, 4 e
5, distribuidos conforme a regiao do pais onde foram
coletadas as amostras.

Em relagdo ao teor de umidade, o teste de
Mood apontou diferencas significativas entre algumas
regides (valor-p = 0,000). A regido Nordeste (NE) foi
estatisticamente semelhante a regido Sul (SU), cujas
medianas foram, respectivamente, 4,54% e 4,48%, e o
mesmo ocorreu entre as regides Sudeste (SE) e Centro-
Oeste (CO), respectivamente 6,30% e 6,64%. Entre
todas as amostras analisadas, apenas a procedente do
municipio de Santa Teresina (NE) apresentou umidade
acima do limite méximo de 8% estabelecido em
legislacao'. Varia¢des no teor de umidade podem estar
relacionadas ao local onde a préopolis é depositada dentro
da colmeia, pois é possivel que quanto maior o contato

Tabela 2. Determinagdes quantitativas em amostras de propolis da regido Nordeste e limites estabelecidos pelo MAPA

Municipio Umidade RMF Cera MM SSE 10 Fenolicos  Flavonoides
(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (segundos) Totais (%) Totais (mg/g)

Mucuri 3,61 + 0,02 1,70 £ 0,05 9,04 £0,10 28,35+0,19 42,90+ 0,30 4,67 £ 0,58 9,72 £ 0,27 3,84+ 0,10
Irecé 4,30 + 0,02 2,84+0,05 11,50+0,16 31,50+ 0,10 45,70+ 0,36 5,67 = 0,58 7,60 +£0,10 21,85 +0,10
Palmeras 4,29 £ 0,03 2,27+0,07 12,43+0,40 32,76 +0,25 47,50+0,42 4,67 £ 0,58 5,09 £ 0,23 9,24 +£ 0,31
Lengois 4,55 + 0,05 2,54+0,11 9,20+ 0,30 38,50 + 0,30 35,82 + 0,24 6,33 + 0,58 2,77 £ 0,22 1,30 + 0,09
Jodo Camara 4,50 £ 0,02 3,07 £ 0,09 6,56 £ 0,19 29,15+0,25 46,73 +£0,28 7,33 £ 0,58 3,43+0,25 24,28+0,16
Sao Luiz 2,96 +0,04 18,70+0,26 2,92+0,11 56,81+0,28 36,11 +0,15 3,67 £ 0,58 0,95 £ 0,09 0,36 + 0,04
Santa Terezinha 9,89 + 0,09 2,09+0,07 11,80+0,26 2945%0,27 62,50+0,37 3,00 = 0,00 29,52 £0,20 33,15+0,24
Joao Pessoa 2,26 + 0,05 3,50 = 0,10 8,85+0,30 26,80x0,26 54,79 %0,24 4,33+0,58 27,50+0,36 23,07 +0,16
Req-ulsltf)s em Maéximo 8% Maximo 5% Maximo 25% Maéximo 40% Minimo 35% Maximo 22 seg Minimo 5% Minimo 0,5%
Legislagao ou 5 mg/g

Média + desvio padréo de trés determinagdes; RMF: residuo mineral fixo; MM: massa mecénica; SSE: substancias soltveis em etanol; IO: indice

de oxidacéo.
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Tabela 3. Determinagdes quantitativas em amostras de propolis da regido Sudeste e limites estabelecidos pelo MAPA

Municipio Umidade RMF Cera MM SSE 10 Fen(’.)licos Fla\ionoides
(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (segundos) Totais (%) Totais (mg/g)
Barbacena 6,30 + 0,04 2,91 £ 0,07 7,47 +0,22  29,65+0,10 56,87 0,15 7,33 £ 0,58 7,89 £0,29 49,83 £ 0,15
Itabira 6,30 + 0,03 2,90 + 0,05 8,36 + 0,14 30,54 0,10 54,38+0,18 6,33 £ 0,58 8,37 £0,26 43,87 £0,16
Lavras 6,19 £ 0,01 2,85 + 0,06 8,33+0,15 29,82+0,10 58,07%0,15 6,00 = 0,00 10,88 £ 0,21 49,30 £ 0,20
Patrocinio 6,20 + 0,02 2,90 + 0,04 7,41 +0,21  29,89+0,18 56,48 +0,14 5,33 £ 0,58 15,76 £ 0,24 49,41 £ 0,25
Juiz de Fora 5,75+ 0,01 3,03 £ 0,09 7,65+0,19 33,600,100 56,48 0,25 7,00 = 0.00 19,43 £ 0,21 45,93 £0,15
Salesopolis 6,20 + 0,04 2,83 £ 0,05 7,36 £ 0,15 33,16+ 0,17 60,81 0,21 8,00 = 0.00 9,55+ 0,27 25,05+ 0,09
Barra do Chapéu 7,00 £ 0,01 2,79 £ 0,06 6,80+ 0,14 31,23+0,20 61,04 £0,15 4,67 £ 0,58 11,31 £ 0,36 38,60 £ 0,15
Paraibuna 6,40 £ 0,02 1,95 £ 0,05 9,33+£0,17 33,51+£0,11 61,59 0,14 9,33 £ 0,58 8,82+£0,26 39,70 £ 0,15
Cajamar 5,44 £ 0,01 2,80 £ 0,04 6,79 +0,13  33,37+0,19 62,14+0,18 7,67 + 0,58 12,15+ 0,20 41,69 £ 0,18
Pilar do Sul 6,20 £0,03 2,60+£0,09 930+0,13 30,33+0,23 63,32+0,21 6,00+ 0.00 8,12+0,22 42,40+0,14
Itaborai 7,51+0,01 3,26+0,05 7,76+0,08 31,13+0,12 61,10 +0,20 8,00£0.00 11,95+0,29 52,70+0,14
Paraiba do Sul 6,13+0,02 2,76+0,05 7,41+0,18 30,61+0,14 5893+0,14 9,00+0.00 11,20+0,23 45,41 £0,12
Requisitos em L. . L. L. L. L. L. Minimo 0,5%
Legislacio Méximo 8%  Maximo 5% Maximo 25% Madximo 40% Minimo 35% Méximo 22 seg Minimo 5% ou 5 mg/g

Média + desvio padrao de trés determinagdes; RMF: residuo mineral fixo; MM: massa mecénica; SSE: substancias soluveis em etanol; IO: indice
de oxidacio.

Tabela 4. Determinagdes quantitativas em amostras de propolis da regido Sul e limites estabelecidos pelo MAPA

Umidade RMF Cera MM SSE 10 Fendlicos  Flavonoides

(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (segundos)  Totais (%) Totais (mg/g)
Sao José da Boa Vista 5,33 +0,10 2,91 0,08 549 +0,15 3496+0,10 56,22 +0,17 533+0,58 12,19+0,16 38,51 +0,13

Sao Mateus do Sul 526 +£0,04 2,37 +£0,08 587 +0,12 32,65+0,12 54,93 +0,13 4,00 +0.00 10,48+0,22 18,12+0,08

Municipio

Wenceslau Brés 523+0,02 3244010 620+£020 3040+021 57,06+0,12 4,67+058 10,68+020 40,70+ 0,10
Ivai 535+0,03 3434008 655+023 3229+020 5600+0,18 3,00£000 12,80+0,17 30,900,11
Leara 349+0,02 2424008 1000+0,12 30,66+0,16 5087 +0,15 7,33+£058 1049+033 3,91+0,15

Anitépolis 327+0,03 2024009 856+0,15 27,86+0,10 51,51+0,10 567+058 515+027 7,47+0,14

Ttajai 645+0,06 2,77+008 10,61+0,28 2965+024 43,83+£024 300+000 7,20+028 24,03 +0,08
Ararangu 3224007 2554006 1035+028 29,22+025 50,11+0,14 533+058 580+028 24,67+ 0,20
Pelotas 2,58+0,03 1,70+005 634+0,16 31,72+0,14 57,54+0,10 10,00+0.00 591+026 14,50+ 0,09
Taquara 4604002 156+006 7,12+0,13 28824020 5807+0,12 9,00+0.00 527+027 1448006
i:;‘;:t:j em Miximo 8% M4ximo 5% Méximo 25% Maximo 40% Minimo 35% Maxsl:lgo 22 Minimo 5% Mi??;g}z%

Média + desvio padréo de trés determina¢des; RMF: residuo mineral fixo; MM: massa mecanica; SSE: substancias soluveis em etanol; IO: indice
de oxidacao.

Tabela 5. Determinagdes quantitativas em amostras de préopolis da regido Centro Oeste e limites estabelecidos pelo MAPA

Umidade RMF Cera MM SSE 10 Fenolicos  Flavonoides
(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (segundos)  Totais (%) Totais (mg/g)

Campo Grande 7,66 £0,06 3,26 £ 0,09 562+0,15 31,90+0,20 56,40 £ 0,20 3,67 £ 0,58 13,22 +0,24 41,14+ 0,12

Municipio

Mundo Novo 717£006  3,60+0,04 12234025 35224022 4143£031 233058 580024 1478%0,14
Angglica 513+006 351007 14674041 37,104023 38564020 4,00+000 537025  530%0,17
Requisit Minimo 0,5%
CAUSTOS EM ) f4ximo 8% Méximo 5% Méximo 25% Méximo 40% Minimo 35% Mdximo 22 seg Minimo 5% oo >
Legislacao ou 5 mg/g

Média + desvio padrao de trés determinagdes; RMF: residuo mineral fixo; MM: massa mecénica; SSE: substincias soliveis em etanol; IO: indice
de oxidacao.

544



Melo AAM, Matsuda AH, Almeida-Muradian LB. Identidade e qualidade da prépolis proveniente de quatro regides do Brasil. RevInst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2012; 71(3):540-8.

com o ambiente externo, maior a influéncia deste sobre o
teor de agua da propolis, resultando em maior ou menor
umidade®.

Funari e Ferro** observaram, em prépolis do
municipio de Cabretva (SP), teores de umidade variando
de 10,86%a 11,00%. E necessério considerar que osautores
fizeram uso do método de secagem convencional, em
estufa a 105 °C, e relacionaram os resultados niao apenas
a perda de agua, mas também a perda de compostos
aromaticos. Segundo Melo e Almeida-Muradian'* o
método de analise empregado para determinar esse
parametro influencia no resultado final. As pesquisadoras
compararam cinco métodos gravimétricos (estufa
convencional a 100 °C, estufa a vacuo a 70 °C, dessecador
com acido sulfurico, secagem por radiacao infravermelha
e liofilizagdo) e um volumétrico (titulacdo Karl Fisher)
para determinar a umidade em amostras de pdlen
apicola desidratado, encontrando valores que variaram
significativamente de acordo com o método. A secagem
por radiagdo infravermelha foi considerada a maneira
mais precisa para determinar a umidade das amostras.

O residuo mineral fixo evidencia o grau de
substancias residuais ndo volateis presentes na prépolis,
sendo o limite maximo estabelecido em legislacdo de
5%". Cunha et al.”* analisaram amostras de Sao Paulo e
Minas Gerais e observaram valores de 3,80% a 4,23% e
2,55% a 3,25%, respectivamente; enquanto Silva et al.?
encontraram valores de 1,13% a 1,70% em amostras
colhidas na cidade de Areia, no estado da Paraiba.
Entre as regides, com base no teste de Mood, a mediana
dos valores variou estatisticamente (valor-p = 0,004),
havendo igualdade estatistica apenas entre amostras
procedentes do NE, SE e SU, respectivamente 2,57%,
2,80% e 2,50%, que diferiram significativamente das
amostras procedentes do CO (3,47%). Apenas a propolis
procedente da cidade de Sao Luiz (NE) mostrou teor de
residuo mineral fixo acima do limite maximo estabelecido
pelo MAPA, o que pode indicar contaminagao por terra,
areia ou outros residuos, que pode ter ocorrido durante a
coleta e manipulac¢do do produto.

O teor de cera variou significativamente entre
algumas regides pelo teste de Mood (valor-p = 0,012).
As medianas das amostras procedentes do NE e CO,
respectivamente 9,03% e 10,84%, foram semelhantes
estatisticamente, e as medianas das amostras procedentes
do SU e SE, respectivamente 7,71% e 7,83%, também.
Gregorio” determinou o teor de cera em amostras de
propolis da cidade de Cajuru (SP) e encontrou valores

de 7,44 a 15,76%, enquanto Funari e Ferro* encontraram
média de apenas 2,25% de cera em amostras provenientes
da Serra do Japi(SP), valor préximo ao observado na
propolis da cidade de Sao Luiz (2,92%). Bastos*® observou
valores de 20,86 a 35,53% em amostras provenientes de
Minas Gerais, e Bastos et al.” valores de 3,4 a 74,6% em
amostras coletadas na regiao sudoeste de Mato Grosso.
As abelhas podem incorporar mais cera a propolis
durante os periodos em que as resinas sdo escassas ou
de dificil coleta, e periodos em que a vedacio da colmeia
deve ser maior, como no inverno??, Quantidade elevada
de cera é a principal causa de turvagdo dos extratos de
propolis, quando armazenados em baixas temperaturas®.
Além disso, quanto maior o teor de cera, menor o teor de
demais substancias, como resinas e balsamos, onde sdo
encontrados os compostos bioativos*.

O teor de massa mecénica refere-se as particulas
incorporadas a propolis durante o beneficiamento
pelas abelhas ou no processo de retirada das colmeias
(fragmentos de folhas, pedagos de insetos)®. Pelo teste
de Mood nao houve igualdade entre as medianas das
regioes (valor-p = 0,014). A regiao SE apresentou mediana
estatisticamente semelhante as das regides NE e SU,
respectivamente 31,40%, 34,16% e 30,82%, enquanto
as medianas observadas nas regides NE e SU foram
significativamente menores a mediana da regidao CO
(34,74%). Matsuda'” e Bastos® avaliaram o teor de massa
mecénica em amostras de propolis provenientes de Minas
Gerais e encontraram valores de 28,90 a 30,30% e 22,25
a 40,73%, respectivamente. Funari e Ferro* encontraram
valor médio de 35,22% em amostras provenientes da Serra
do Japi (SP). A legislagdo brasileira estipula valor maximo
de 40% para este pardmetro’, de modo que a prdpolis de
Sao Luiz (NE) foi a tinica a ser classificada fora do padrao.

Em relagdo ao teor de substancias soluveis
em etanol, entre algumas regides avaliadas foram
observadas variacbes pelo teste de Mood (valor-p =
0,000). A regidao NE, cuja mediana foi de 46,51%, diferiu
significativamente das regides SE e SU, respectivamente
59,27% e 53,62%, porém foi estatisticamente semelhante
a regidao CO (45,46%). A regidao SE apresentou mediana
superior e estatisticamente diferente das demais regioes.
Estudos indicam que alguns compostos bioativos sdo
soluveis em etanol'*’!, de modo que o interesse é por
propolis com elevados teores desse parametro em razao
de um maior potencial terapéutico. Ikegaki* analisou
amostras de propolis provenientes da regiao do Sul do
Brasil, encontrando valores que variaram de 54,5 a
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60,5%. Alencar®, avaliando amostras provenientes da
regidao Nordeste e Sudeste, encontrou valores de 24,1 a
61,0%, respectivamente.

O indice de oxida¢gdo ¢é um parametro
frequentemente utilizado para sugerir o tempo decorrido
desde a colheita da prépolis, o tipo de armazenamento
e a atividade antioxidante da amostra. Altos indices
de oxidagdo em prépolis indicam longo periodo de
armazenamento em temperaturas elevadas, seja no
interior da colmeia ou em depdsitos de armazenamento™®,
de modo que a legislagao em vigor limita o indice em
até 22 segundos. Com o teste de Tukey, pode-se verificar
variagdes significativas (valor-p = 0,000), com exce¢ao
a regido NE, cuja média (4,96%) foi estatisticamente
semelhante a regidao SU (5,73%). A média do indice de
oxidagdo na regiao SE foi de 7,05%, enquanto na regiao
CO foi de apenas 3,33%. Bastos®® avaliou o indice de
oxidagdo de amostras provenientes de Minas Gerais e
encontrou valores de 3,3 a 40,6 s.

Pelo teste de Mood pode-se verificar que, dada a
dispersdo de valores, o teor de compostos fendlicos nas
quatro regides foi estatisticamente igual (valor-p = 0,092),
sendo NE = 9,72%; SE = 11,28%; SU = 8,60%; e CO =
8,16%. A legislagao brasileira estabelece limite minimo
de 5% de compostos fenolicos em propolis, e nota-se que,
em algumas amostras, os valores encontrados ficaram
muito acima desse limite, como nas amostras de Santa
Terezinha (NE) (29,52%) e Jodo Pessoa (NE) (27,50%),
sendo possivel inferir maior atividade bioldgica a
essas amostras. Os compostos fenodlicos fazem parte
de um grupo de compostos chamados de bioativos,
substancias nao sintetizadas pelo organismo humano
e que, quando presentes na dieta em quantidades
significativas, contribuem para a prevencao de doengas
graves, como alguns tipos de céncer, cardiopatias,
disturbios metabolicos, doengas neurodegenerativas e
enfermidades inflamatodrias®#**. Cunha et al.?>, avaliando
amostras de prdpolis provenientes de Sorocaba (SP),
encontraram valor médio de 8,53%, enquanto Funari e
Ferro* encontraram valor médio de 7,39% de fenolicos
totais.

Quantoao teor de compostos flavonoides, umadas
classes mais estudadas de compostos fenolicos, o teste de
Mood revelou a regidao SE com mediana estatisticamente
superior as demais regides (43,66 mg/g), enquanto as
medianas das regioes NE (14,64 mg/g), SU (21,73 mg/g)
e CO (20,41 mg/g), dada a dispersao dos dados, foram
estatisticamente semelhantes. Nota-se que, na amostra
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de Séo Luiz, onde foram encontrados os maiores teores
de cera e residuo mineral fixo, foram encontrados os
menores teores de compostos fendlicos e flavonoides,
de modo que pode-se inferir & essa amostra a menor
atividade bioldgica entre as trinta e trés analisadas. E
necessario considerar que o método utilizado quantifica
o teor de flavonoides com base em quercetina (flavonol),
porém as amostras de propolis analisadas podem conter
outras classes de flavonoides.

Demodo geral, os flavonoides sao frequentemente
utilizados como marcadores taxonomicos, dada sua
abundéncia relativa no reino vegetal, especificidade em
algumas espécies, relativa facilidade de identificagao,
relativa estabilidade e acimulo com pouca influéncia
do meio ambiente®. Tkegaki* analisou amostras do Rio
Grande do Sul e do Parand, obtendo valores de 3,4 a
18,5 mg/ge 1,39 a 11,97 mg/g, respectivamente. Embora
a propolis comercializada seja elaborada pela mesma
espécie de abelha (Apis mellifera), o teor de flavonoides
sofre variagdo com a estacio do ano, localizacdo
geografica e origem botanica da propolis>>*.

Determinagdes qualitativas

Os espectros de absor¢ao gerados na
determinacdo qualitativa de compostos fendlicos por
espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel (UV-
Scanning) variaram de 270 a 315 nm. A andlise por
espectrofotometria dos EEP fornece uma caracteristica
geral de todos os compostos fendlicos presentes na
propolis. Como descrito por Markham?, os flavonoides
também apresentam valores maximos de absor¢do na
faixa de 250 a 350 nm.

Da regido NE, as quatro amostras da Bahia
apresentaram absorcdo no valor maximo entre 281 nm
e 309 nm; as amostras da Paraiba, entre 271 nm e 281
nm; a amostra do Maranhio, de 278 nm; e a amostra
do Rio Grande do Norte, absor¢ao no valor maximo de
comprimento de onda de 270 nm. Na regido SE, as cinco
amostras de Minas Gerais apresentaram absor¢do no
valor maximo entre 303 nm e 312 nm, as cinco amostras
de Sao Paulo entre 310 nm e 313 nm, e as duas amostras
do Rio de Janeiro entre 312 nm e 314 nm. Das amostras
da regido SU, quatro delas, do Parana, apresentaram
absor¢do no valor méximo entre 301 nm e 308 nm;
quatro, de Santa Catarina, entre 272 nm e 315 nm; e
duas delas, do Rio Grande do Sul, absor¢do no valor
maximo de comprimento de onda de 270 nm. Na regiao
CO, as trés amostras procedentes de Mato Grosso do Sul
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apresentaram absorcio no valor maximo entre 300 nm e
315 nm.

O teor de compostos fendlicos e,
consequentemente, os espectros de absorcio estdo
relacionados a origem botanica da propolis. Alencar etal.*
encontraram absor¢do maxima de 300 nm em amostras
de propolis coletadas nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais, e os autores concluiram, ao analisarem o perfil
quimico das amostras, que a Baccharis dracunculifolia foi
a principal fonte vegetal para a elaboragdo da prépolis
da regido sudeste do Brasil, e que a composi¢cdo da
planta influenciou diretamente no teor de compostos
fenolicos da propolis. Silva et al*, ao analisarem amostras
de propolis coletadas no estado do Alagoas, na regido
Nordeste do pais, observaram absor¢do maxima de 282
nm e perfil quimico indicando a Dalbergia ecastophyllum
como fonte boténica, perfil este que influenciou no teor
de compostos fenolicos e absor¢do da prépolis.

CONCLUSAO

Das trinta e trés amostras analisadas, somente
seis deixaram de atender um ou mais pardmetros de
identidade e qualidade estabelecidos em legislagao,
sendo cinco amostras da regido Nordeste e uma amostra
da regido Sul. Nessas seis amostras, foram identificados
dez pardmetros em desacordo, sendo quatro teores de
flavonoides abaixo do limite minimo de 5 mg/g (Murici/
NE, Len¢6is/NE, Sédo Luiz/NE, Icara/SU), trés teores de
fendlicos abaixo do limite minimo de 5% (Lencois/NE,
Jodo Camara/NE, Sio Luiz/ NE), um teor de umidade
acima de 8% (Santa Terezinha/NE), um mineral fixo
acima de 5% (Sao Luiz/NE) e um teor de cera acima de
40% (Sao Luiz/NE).

As medianas das amostras da regiao NE foram
estatisticamente semelhantes as amostras da regido SU
em cinco dos oito pardmetros quantitativos: teor de
umidade, massa mecénica, indice de oxidagéo, fendlicos
totais e flavonoides totais. Em amostras da regidao NE,
foram encontrados tanto o maior quanto o menor teor
de compostos fendlicos e flavonoides, respectivamente
nas amostras de Santa Terezinha e Sdo Luiz, de modo
que se espera maior e menor atividade bioldgica nessas
amostras, respectivamente. O teor de fendlicos foi o
unico parametro cuja mediana foi estatisticamente igual
nas amostras das quatro regides. O teor de flavonoides
nas amostras da regido sudeste foi bastante superior ao
encontrado nas demais regides.

A andlise qualitativa dos compostos fenolicos
confirmou a presen¢a de flavonoides, mas ha também
outros grupos cuja absor¢do maxima esta na faixa entre
270 nm e 315 nm.
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RESUMO

No presente estudo, foi investigada a qualidade microbioldgica de 30 amostras de fitoterapicos derivados
de 10 espécies vegetais vendidos em farmdcias do Rio de Janeiro. Foram efetuadas as contagens totais de
bactérias aerdbias, de bolores e leveduras, de outras enterobactérias e a identificagao dos micro-organismos.
Foram identificadas 17 espécies de bactérias e duas de fungos. A maioria dos micro-organismos era de
agentes oportunistas, indicando que 80% das amostras avaliadas estavam insatisfatorias de acordo com
os limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira. Comparando-se os resultados deste trabalho com
os relatados nos estudos anteriores, conclui-se que a contaminagdo em fitoterapicos é um problema que
tem persistido ao longo do tempo, e 0 seu monitoramento microbioldgico fornece base para acdes de
Vigilancia Sanitéria. Nesse contexto, o monitoramento desses medicamentos é relevante ferramenta para
garantir a qualidade, a seguranqa e a eficacia desses produtos.

Palavras-chaves. fitoterapicos, controle de qualidade, avaliacdo microbioldgica

ABSTRACT

This study investigated the microbiological quality of 30 samples of herbal medicines derived from 10 plant
species and sold in pharmacies of Rio de Janeiro. The microbiological analyses were consisted of total counts
of aerobic bacteria, molds, yeasts and other enterobacteria, and microorganisms identification. Seventeen
bacteria and two fungi species were identified, and the majority of them were opportunistic pathogens,
demonstrating that 80% of the analyzed samples were noncompliant with the limits established by the
Brazilian Pharmacopoeia. By comparing these results with those previously reported, it was evidenced
that the microbiological contamination in herbal medicines has been a persisting problem over time. Thus,
the microbiological monitoring is a rationale for health surveillance actions. In this context, it is crucial to
monitor the herbal medicines for assuring the quality, the safety and the efficacy of these products.
Keywords. herbal medicines, quality control, microbiological evaluation.
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INTRODUCAO

Os fitoterapicos tém sido utilizados desde
a antiguidade para o tratamento de uma gama de
enfermidades. Referéncias histdricas descrevem o uso
de plantas medicinais em praticamente todas as antigas
civilizagbes, sendo a primeira encontrada na obra
chinesa Pen Tsao (“A grande fitoterapia”), de Shen Nung,
que remonta a 2800 a.C.". E seguro dizer que entre 25% e
50% dos medicamentos atualmente comercializados tem
origem nos produtos naturais’.

Por defini¢ao, denominam-se plantas medicinais
aquelas que sdo tradicionalmente utilizadas pela
populagao para prevenir, aliviar ou curar enfermidades.
Apds passarem por processamento ddo origem a um
tipo especial de medicamento, os fitoterapicos®’. De
acordo com a legislacio sanitaria, fitoterapicos sao
medicamentos produzidos utilizando exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais (extrato, tintura, dleo,
cera, exsudato, suco e outros) e caracterizados pelo
conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso.
Como todos os medicamentos, devem oferecer garantia
de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados,
composi¢do padronizada e seguranca de uso para a
populacio. Dessa classe de medicamentos excluem-se os
que, em sua composicio, contenham substincias ativas
isoladas, de qualquer origem e as associagdes destas com
extratos vegetais®.

O Brasil possuiamaior biodiversidade do mundo,
compreendendo mais de 50 mil espécies de plantas
superiores (20-22% do total existente no planeta), mais
de 500 espécies de mamiferos, cerca de 3 mil espécies de
peixes, mais de 1.500 espécies de passaros, mais de 500
espécies de anfibios e milhdes de espécies de insetos e
micro-organismos. Em fungdo disso, e sobretudo pela
grande tradigdo do uso das plantas na medicina popular
no Brasil, o interesse pelos estudos das propriedades
medicinais das plantas vem sendo explorado
extensivamente pelos pesquisadores brasileiros e, mais
recentemente, pela industria farmacéutica, interessada
em desenvolver novos medicamentos”.

Anualmente, no mundo, essa modalidade
terapéutica movimenta cerca de 22 bilhdes de ddlares®.
No Brasil, no periodo de novembro de 2003 a outubro
de 2006, o mercado de fitoterdpicos faturou R$
1.840.228.655,00 com a venda de 122.696.549 unidades
farmacéuticas. Essas cifras refletem o grande volume de
vendas devido ao custo reduzido, auséncia de patente e a
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preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”
Contudo, ao contrario da crenc¢a popular, que atribui as
preparagoes fitoterapicas a isen¢do a efeitos colaterais,
seu consumo pode conduzir a efeitos adversos a satde,
tais como: reagoes alérgicas, toxicas, efeitos mutagénicos
e interacdes medicamentosas’ .

Em virtude da expressividade desse comércio, em
junho de 2006, o Presidente brasileiro sancionou a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que tem por
objetivo garantirapopulacaobrasileiraoacessoseguroeouso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo
o uso sustentdvel da biodiversidade, o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional". No ano de 2009,
0 Ministério da Satude incluiu 71 plantas medicinais a lista
de espécies que poderio ser utilizadas como medicamentos
fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saude, o SUS™.

Porém, a seguranga e eficicia dos produtos
fitoterapicos sofrem influéncia de varios fatores que
incluem: matéria-prima, controle do processamento, forma
farmacéutica, bula, embalagem e propaganda. O aumento
da demanda, associado a falta de fiscalizacdo no processo
produtivo resulta, muitas vezes, em medicamentos sem
condi¢oes adequadas de uso, sem garantia da qualidade,
seguranca e eficiéncia fundamentais para a recuperacao
ou preservacio da saude do consumidor”®. Sobre a
analise microbioldgica, foi relatado que varios produtos
apresentaram niveis de contaminagéo elevados, tornando
seu consumo um problema de saude publica’*¢.

Nesse contexto, a vigilancia sanitaria — por ser o
segmento da saude responsavel por eliminar, diminuir
ou prevenir os riscos a saude e intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producio,
circulacdo de bens e prestagdo de servicos de interesse da
satde — encontra entre suas competéncias o controle de
qualidade de produtos com finalidades terapéuticas'’. A
qualidade microbioldgica de fitoterapicos é definida por
padrées microbianos descritos em compéndios oficiais
e normas regulamentadoras da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que estabelecem limites
maximos da carga microbiana no produto e a auséncia
de determinados patdgenos'®.

Assim, este estudo destinou-se a contribuir
para a ampliacdo do conhecimento sobre a qualidade
dos fitoterapicos comercializados no Brasil, com
relevancia para o Sistema Unico de Satde, avaliando
microbiologicamente os fitoterdpicos na forma
medicamentosa, utilizando-se como pardmetros a
contagem total de bactérias aerdbias, contagem de
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bolores e leveduras, contagem total de enterobactérias e
a identificagao dos micro-organismos isolados.

MATERIAL E METODOS

A amostragem foi realizada a partir de
fitoterapicos comercializados em farmacias e drogarias
localizadas no estado do Rio de Janeiro. Trinta amostras
de fitoterdpicos foram selecionadas com base na Rela¢ao
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)'?,
sendo que as espécies vegetais foram escolhidas com base
nos critérios de maior nimero de unidades farmacéuticas
comercializadas no ano de 2006" e numero de registros
na Anvisa no ano de 2008* Cynara scolymus (alcachofra),
Uncaria tomentosa (unha-de-gato), Glycine max (soja),
Maytenus spp. (espinheira-santa), Mikania spp. (guaco),
Passiflora spp. (maracuja), Harpagophytum procumben
(garra-do-diabo), Rhamnus purshiana (cascara sagrada),
Salix alba (salgueiro-branco) e Mentha spp. (hortela).
Para cada espécie vegetal, foram coletadas amostras
nas formas farmacéuticas de céapsulas, comprimidos,
solucdes e suspensdes, de acordo com a disponibilidade
no mercado.

A metodologia foi utilizada em concordéancia com
a Farmacopeia Brasileira®**!. Para a contagem bacteriana,
foram feitas diluicdes até 10°. Aliquotas de 1 mL de
cada dilui¢ao da amostra foram transferidas para placas
de Petri, em duplicata e adicionados 15-20 mL de agar
de caseina-soja previamente resfriado a 45-50 °C. Apds
homogeneizagao por movimentosrotatdriosesolidificagdo
do agar, as placas foram invertidas e incubadas a 30-35
°C por 48 horas. Nos casos em que o crescimento nio foi
observado, a incubagao foi prolongada por mais 48 horas.

Para a contagem de fungos, aliquotas de 1 mL de
cada diluigdo foram transferidas para placas de Petri em
duplicata e adicionados 15-20 mL de agar Sabouraud-
dextrose ou agar batata-dextrose a 45-50 °C. Apds
homogeneizar e solidificar o meio, as placas foram invertidas
e incubadas a temperatura de 20-25 °C por 5 a 7 dias.

Para a identificagdo de micro-organismos, foram
inoculados 10 mL ou 10 g da amostra em caldo caseina-
soja e em caldo lactosado, que foram incubados a 35 + 2
°C durante um periodo de 24 a 48 horas. A partir do caldo
lactosado, realizou-se: a) esgotamento em agar MacConkey
para a pesquisa de Escherichia coli e outras enterobactérias,
sendo as placas incubadas a 35 + 2 °C por 24 a 48 horas; e
b) aliquotas de 1 mL foram transferidas para caldo selenito
cistina e para caldo Tetrationato suplementado com 0,1 mL

de verde brilhante e 0,2 mL de iodeto de potassio, para a
deteccdo Salmonella spp. Esses caldos foram incubados 35
+ 2 °C por 24 a 48 horas. Quando verificado crescimento,
as coldnias foram isoladas em placas de agar xilose-lisina
desoxicolato (XLD), agar verde brilhante-vermelho de
fenol lactose-sacarose (BPLS) e agar bismuto-sulfito (ASB).
O caldo lactosado também foi utilizado para pesquisa
de outras enterobactérias, com transferéncia de 1 mL
para caldo mossel e, em seguida, foram feitas diluigoes
até 1:1000, sendo que as diluigdes foram plaqueadas
imediatamente em agar cristal vermelho violeta neutro bile
glicose (VRBG). Quando verificado algum crescimento
nas dilui¢des 1:10 e 1:100, as amostras eram reprovadas,
pois indicava que possuiam contagens de enterobactérias
superiores ao limite maximo estabelecido (100 UFC por 1
grama de produto).

A partir do caldo caseina-soja, foram realizados
o plaqueamento em agar cetrimida (especifico para
Pseudomonas aeruginosa), agar Vogel-Johnson (especifico
para Staphylococcus aureus) e agar caseina-soja (para
pesquisa de outros micro-organismos). As placas foram
incubadas 35 + 2 °C durante um periodo de 24 horas.

Os testes bioquimicos realizados seguiram a
metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira®. Para
bastonetes Gram negativos (fermentadores), foi realizada
a triagem por meio da fermentagao da glicose, verificagao
da motilidade e oxidase. Seguiram-se as provas de
utilizagdo do citrato; descarboxilagdo da arginina,
ornitina e lisina; producdo de acetoina (prova de VP-
Voges Proskauer); produgido de H.S; gds na glicose com
tubo de Durhan; oxidacio da xilose, manitol, arabinose,
trealose, sacarose, inositol, raminose, sorbitol, salicina;
reducdo do nitrato; indol; e hidrolise da ureia.

Para  bastonetes ~Gram  negativos  (nao
fermentadores), a triagem foi realizada pela néo
fermentacao da glicose e producdo da enzima oxidase.
Provas bioquimicas realizadas foram: utilizagao do citrato;
liquefagdo da gelatina; ndo fermentagdo dos agucares
(glicose, sacarose, manitol, frutose, rhamnose, trehalose,
xilose, galactose, manose e lactose); hidrolise da ureia;
hidrolise da esculina, crescimento em 6% e 6,5% de NaCl;
descarboxilagao da arginina, ornitina e lisina; e redu¢do do
nitrato.

Cocos Gram positivos foram selecionados
da triagem por meio da glicose e catalase. As provas
efetuadas foram: fermentacio da frutose, manitol,
rafinose, manose, sacarose, xilose, teralose, maltose;
hidroélise da ureia; descarboxilagdo da arginina; produgéo
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de acetina (VP) e VM (vermelho de metila); producao da
enzima coagulase; e reducdo do nitrato a nitrito.

Os bastonetes Gram positivos foram selecionados
pela triagem efetuada por meio da catalase. As provas
efetuadas foram: utilizacdo do citrato; utilizagdo do D-
manitol, D- xilose, D- glicose, D- arabinose; produgao
de acetoina em pH menor que 6 e pH maior que 7 (prova
de VP-Voges Proskauer); observagdo da fermentagdo
da glicose com produgao de gas por meio do tubo de
Durhan; crescimento em caldo nutriente com 2%, 5%,
7% e 10% de NaCl; crescimento na presenca de lisozima,
lecitinase (egg-yolk); tirosina; decomposi¢ao da caseina
(milk-agar); hidrdlise do amido; motilidade; redugao do
nitrato; indol; desaminacéo da fenilalanina; e liquefacao
da gelatina.

A pesquisa de Candida albicans abrangeu a
verificagdo das caracteristicas morfoldgicas das culturas,
pela observacio microscopica em corante azul de
algodao lactofenol, seguida de identificacdo das culturas
que apresentarem células redondas, ovaladas e com
brotamento, por provas bioquimicas complementares.

A identificacao de Aspergillus parasiticus foi
realizada a partir das placas de agar Sabouraud-dextrose
ou agar batata-dextrose, utilizadas na contagem de fungos.
O desenvolvimento de coldnias grandes com crescimento
radial, micélio aéreo de colora¢io inicialmente branca,
tornando verde-oliva foram submetidas a observacdes
macro e micromorfolégicas que identificam os fungos
filamentosos e pesquisa de patdgenos em produtos nao
estéreis e matérias-primas de uso em sua fabricacao®.

Tabela 1. Contagem dos micro-organismos detectada em amostras de fitoterdpicos

Classificagao Fitoterépico Forma Bactérias aerobias totais Bolores e leveduras  Enterobactérias
das amostras farmacéutica (UFC/g oumL) (UFC/g ou mL) (UFC/g ou mL)
1 Cynara scolymus capsulas 1,0 x 10* 3,5 % 10° <10
2 Cynara scolymus comprimidos 4,1 x 10° <10 >10°
3 Cynara scolymus solugao <10 <10 <10
4 Harpagophytum procumbens capsulas <10 <10 <10
5 Harpagophytum procumbens comprimidos <10 <10 <10
6 Harpagophytum procumbens capsulas 3,0 x 10° <10 >10°
7 Glycine max capsulas <10 <10 <10
8 Glycine max comprimidos 2,5x10° 2,3 x10% >10°
9 Glycine max capsulas 6,0 x 108 1,5 x 10? >103
10 Maytenus spp. capsulas 43 x10° <10 >10°
11 Maytenus spp. comprimidos 3,8 x10° <10 >10°
12 Maytenus spp. solugao <10 2,0 x 10° <10
13 Mentha spp. céapsulas 1,2 x 107 2,0 x 10? >10°
14 Mentha spp. comprimidos 2,5 x 10* 3,0 x 10 >10°
15 Mentha spp. solugao 1,4x10* 4,0 x 10* >10°
16 Mikania spp. capsulas, <10 <10 <10
17 Mikania spp. comprimidos 2,0 x 108 <10 >10°
18 Mikania spp. solugdo <10 <10 <10
19 Passiflora spp. céapsulas 4,0 x 108 <10 >10°
20 Passiflora spp. comprimidos 9,8 x 10° <10 <10
21 Passiflora spp. solu¢do 9,6 x 10° <10 <10
22 Uncaria tomentosa capsulas 1,4 x10° 1,3 x 10° >10°
23 Uncaria tomentosa comprimidos 2,9 x 107 1,5 x 10° >10°
24 Uncaria tomentosa solucio 3,0 x 10® 3,2 x 107 >103
25 Rhamnus purshiana capsulas 2,0x 107 <10 >10°
26 Rhamnus purshiana comprimidos 8,0x 108 <10 >10°
27 Rhamnus purshiana capsula <10 <10 <10
28 Salix alba cépsulas 2,3 %108 <10 >10°
29 Salix alba comprimidos 3,4 x 108 <10 >10°
30 Salix alba solucio 5,4 x 107 <10 >103
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Tabela 2. Identificagdo dos micro-organismos isolados em amostras de fitoterapicos

Amostras Fitoterapico Forma Farmacéutica Micro-organismos
1 Cynara scolymus capsulas Candida albicans, Bacillus coagulans
2 Cynara scolymus comprimidos Escherichia coli, Enterobacter cloacae
3 Cynara scolymus solugdo auséncia
4 Harpagophytum procumbens  cépsulas auséncia
5 Harpagophytum procumbens ~ comprimidos auséncia
) Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes,
6 Harpagophytum procumbens  cépsulas )
Raoultella planticola
7 Glycine max capsulas auséncia
8 Glycine max comprimidos Escherichia coli, Serratia marcescens, Cedecea davisae
g Glycine max cépsulas Escherichia coli, Cedecea davisae, Enterobacter gergoviae, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Candida albicans
0 Maytenus spp. cépsulas Citrobacter freundii, Cronobacter sacazakii, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Bacillus circulans, Bacillus sutibtilis
L Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Bacillus
11 Maytenus spp. comprimidos
coagulans
12 Maytenus spp. soluc¢do Aspergillus parasiticus
13 Mentha spp. capsulas Aspergillus parasiticus, Enterobacter cloacae, Bacillus circulans
» e comprimidos Aspflzrgillu.s parasiticus, Enterobacter cloacae, Cronobacter saazakii,
Bacillus circulans
15 Mentha spp. solugdo Aspergillus parasiticus, Cronobacter saazakii
16 Mikania spp. capsulas auséncia
17 Mikania spp. comprimidos Escherichia coli
18 Mikania spp. solugdo auséncia
19 Passiflora spp. capsulas Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis
20 Passiflora spp. comprimidos Staphylococus aureus, Staphylococus epidermidis, Bacillus cereus
21 Passiflora spp. solugdo Staphylococus aureus, Bacillus subtilis
22 Uncaria tomentosa capsulas Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Candida albicans
23 Uncaria tomentosa comprimidos Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Candida albicans
24 Uncaria tomentosa solucdo Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Candida albicans
25 Rhamnus purshiana capsulas Escherichia coli, Cronobacter sakazakii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis
) o Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Hafnia alvei, Bacillus cereus, Bacillus
26 Rhamnus purshiana comprimidos .
subtilis
27 Rhamnus purshiana capsula auséncia
28 Salix alba capsulas Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli
29 Salix alba comprimidos Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Bacillus coagulans
) ~ Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Cedecea davisae, Enterobacter
30 Salix alba solucdo
aerogenes
RESULTADOS A identificacdo bioquimica de bactérias aerdbias,
fungos e leveduras detectaram 19 espécies diferentes de
Das 30 amostras analisadas, 22 possuiam micro-organismos, sendo que 17 eram bactérias e duas

contaminagdo por bactérias aerdbias totais, com valores
que variavam entre 10* UFC/g ou mL a 10° UFC/g ou mL,
enquanto nove amostras encontravam-se acima dos padroes
preconizados para fungos e leveduras, com contaminagdo
variando entre 10° UFC/g ou mLa 10° UFC/g ou mL. Em
relacio a contagem total de outras enterobactérias, 19
amostras apresentaram contaminagao acima de 10° UFC/g

oumlL. Esses resultados encontram-se descritos na Tabela 1.

eram fungos (Tabela 2).

As espécies vegetais Harpagophytum
procumbens, Glycine Max e Rhamnus purshiana nao
estavam disponiveis no mercado na forma de solucio
ou suspensdo. As amostras analisadas foram negativas
para Salmonella spp. e para Pseudomonas aeruginosa. A
pesquisa de Escherichia coli foi positiva nas amostras 2, 6,
8,9,10,11,17,19, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 20 e 30, enquanto
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que Staphylococcus aureus esteve presente nas amostras
20 e 21. A avaliac¢do de outras enterobactérias mostrou-se
insatisfatoria para 63,3% das amostras analisadas.

DISCUSSAO

Ao compararmos os resultados obtidos neste
estudo com outros semelhantes efetuados no Brasil,
os percentuais de contamina¢ao foram similares aos
encontrados por Fischer'* em 1992, que detectou uma
contaminagdo bacteriana de 70% e fungica de 34% em
fitoterapicos na forma solida (cépsulas, comprimidos e
po). Estudo realizado em 2004*, na cidade de Piracicaba
(SP), que analisou fitoterapicos na forma de capsulas,
obteve contamina¢do por bactérias um pouco menor,
58%, enquanto a contaminac¢do por bolores e leveduras
foi novamente em valores percentuais proximos a 34%.
Em relagdo as contagens, temos resultados semelhantes
em relagdo aos fungos. O estudo referenciado encontrou
uma variagdo de 10' UFC/ga 4,2 x 10° UFC/g, enquanto o
presente estudo tem uma variagdo entre 1,5 x 10 UFC/g e
3,5 x 10° UFC/g. Porém, as contagens de bactérias aerébias
totais foram significativamente maiores no presente
estudo, variando entre 2,5 x 10* UFC/ge 9,8 x 10° UFC/g,
enquanto os produtos pesquisados em 2004 tiveram a
contagem variando entre 10' UFC/g a 3,4 x 10° UFC/g*.

A comparagdo desses trés estudos brasileiros
indica um percentual alto de contaminagdo dos
medicamentos  fitoterapicos, sendo verificada a
presenca de fungos em cerca de 30% das amostras. As
cargas de bactérias aerdbias totais tiveram uma maior
variagdo, porém, em todos os estudos, a contaminagdo
das amostras foi superior a 50%, demonstrando uma
tendéncia temporal de elevados indices de contaminacao
nessa classe de medicamentos.

Ao comparar os resultados das contagens com
os limites estabelecidos na Farmacopeia Brasileira®?,
constatou-se que 76,6% das amostras estavam fora dos
padroes estabelecidos: maximo de 10.000 UFC/g ou mL
para contagens de bactérias aerdbias totais, maximo de
100 UFC/g ou mL para bolores e leveduras e maximo de
100 UFC/g ou mL para enterobactérias.

Os limites estabelecidos por outras farmacopeias
- como a Americana, a Europeia e a Britdnica — possuem
os mesmos limites que a Farmacopeia Brasileira, logo,
utilizando tais pardmetros, esses produtos possuiriam o
mesmo percentual de insatisfatoridade ao determinado
pela presente analise?*%.
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Quanto a identifica¢ao de micro-organismos,
Fisher identificou Salmonella spp. e Escherichia coli.
Porém, é necessario ressaltar que a proposta de trabalho
atendia a padrdes internacionais da época, que se
restringia somente a pesquisa desses micro-organismos'.
A avaliagao microbioldgica de fitoterapicos realizada na
cidade de Piracicaba pesquisou a presenca de Salmonella
spp., Escherichia coli, Shigella spp. e clostridios sulfito-
redutores, sendo verificada a presenca somente de
Escherichia coli*. A presenca desse micro-organismo
nos trés estudos denota sua relevancia, por ser um
patégeno amplamente pesquisado, e demonstra que
os medicamentos estudados tiveram contaminacido de
origem fecal.

Em estudos realizados em outros paises
(na Nigéria, em 2007), a identificagdo das bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus foram comuns em
amostras de fitoterapicos. Porém, o que divergiu dos
resultados encontrados foi a presenca de Salmonella
spp.*®. Na Arabia Saudita, em 2008, foram identificados
Enterobacter  spp.,  Shigella  spp.,  Enterobacter
agglomerans, Klebsiella rhnoscleomati e, em comum com
os identificados no presente estudo, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli e Bacillus cereus, sendo que a presenca
deste ultimo foi extremamente significativa, atingindo
um percentual de 45% das amostras. Em estudo realizado
no Ir3, foi identificado somente Salmonella spp*-*.

A pesquisa de fungos revelou a presenca de
duas espécies: Candida albicans e Aspergillus parasiticus,
sendo que uma revisdo da literatura indicou a ocorréncia
de aflatoxinas em fitoterdpicos nos estudos realizados na
Malasia e Taildandia®**.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, em
produtos farmacéuticos ndo estéreis e em matérias-
primas de uso para sua fabricacéo, devem ser ausentes os
seguintes micro-organismos: Salmonella spp, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus®.
A 4* edigdo da Farmacopeia Brasileira também
determina que, considerando a via de administracao
do produto, é indesejavel a presenga de outros micro-
organismos, sendo para via oral (sdlidos e liquidos)
Bacillus cereus, Enterobacter spp., Candida albicans,
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Considerando
que todos os medicamentos estudados destinavam-se a
administragdo oral, foram também identificados Bacillus
cereus, Enterobacter spp., Candida albicans e Aspergillus
parasiticus. Porém, é necessario ressaltar que a nova
edicdo da Farmarcopeia Brasileira aboliu a exigéncia
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de auséncia de micro-organismos segundo a via de
administragdo do medicamento®**.

A contaminacio de medicamentos ¢
extremamente indesejavel porque pode promover a
deterioragdo do produto, visto que reside nestes uma
versatilidade de caminhos bioquimicos possibilitando
aos micro-organismos a sintese de enzimas degradativas.
Dentre os micro-organismos identificados neste trabalho,
Bacillus spp. tém capacidade de produzir alfa-amilases,
que degradam agucares; Aspergillus sdo fontes comuns
de proteinases e peptidases, que degradam compostos
como gelatinas; e a produgao de lipase é comum entre
os fungos'®.

Deve-se considerar que a eficicia e a seguranga
do medicamento estdo relacionadas com o controle
de qualidade®. Além disso, o consumo de produtos
contaminados pode ter um impacto negativo a saude
humana. A experiéncia tem mostrado que produtos
contaminados podem ndo ter alteracdes perceptiveis,
porém, podem ocasionar infec¢do em pacientes com
sistema imunolégico comprometido, idosos e criangas'®.
No caso dos micro-organismos identificados na atual
pesquisa, essa questio deve ser considerada, pois a
maioria dos micro-organismos ¢ oportunista.

Os estudos que abordam o controle de qualidade
de fitoterapicos sugere necessidade de uma regulagdo
mais rigida e especifica dessa espécie de produto,
além da adogdo de boas praticas no manejo agricola,
monitoramento das boas praticas na inddstria e controle
microbioldgico rotineiro pelos drgiaos de vigilancia
sanitaria® %3132,

CONCLUSAO
Foram pesquisadas trinta amostras de
fitoterapicos, das quais 80% foram consideradas

insatisfatorias em relacdo aos limites estabelecidos
pela Farmacopeia Brasileira. Todas as espécies vegetais
apresentaram contamina¢do. Foram identificadas 19
espécies diferentes de micro-organismos, sendo 17
espécies de bactérias e duas de fungos.

Quanto aos micro-organismos isolados neste
estudo, maioria das bactérias e fungos identificados
era patdgenos oportunistas, podendo representar risco
a saude dos consumidores com sistema imunoldgico
comprometido, idosos, criancas e gestantes. Foram
identificados: Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter planticola, Cedecea

davisae, Enterobacter gergoviae, Serratia marcescens,
Cronobacter sakazakii, Klebsiella oxytoca, Hafnia alvei,
Citrobacter freundii, Staphylococus aureus, Staphylococus
epidermidis, Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus
subtilis, Bacillus coagulans, Candida albicans e Aspergillus
parasiticus, sendo que alguns destes microrganismos
deveriam estar ausentes, de acordo com critério de
estabelecido na 4* edigdo da Farmacopeia Brasileira,
porém extinto na 5* edigdo.

Em virtude do aumento do mercado consumidor
desses produtos, sdo necessarios mais estudos sobre esse
tema, que abrange aspectos microbiologicos, quimicos e
toxicoldgicos. Além disso, a instituicdo de um programa
de monitoramento microbiolégico serviria de base para
agoes de vigilancia sanitaria, sendo uma ferramenta util
para a melhora da qualidade e garantia da seguranca
desses produtos.
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RESUMO

Os produtos cosméticos sdo definidos como preparacdes constituidas por substincias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, que tém o objetivo principal de limpar,
perfumar, alterar e/ou corrigir odores corporais e manter o corpo em bom estado. Por ter essas fungdes,
esses produtos sdo utilizados diariamente por milhdes de pessoas - e, por isso, é fundamental efetuar a
vigilancia da qualidade desses produtos. Neste trabalho, foi examinada a documentagao de 133 produtos
cosméticos que foram recebidos e analisados no Instituto Nacional de Controle da Qualidade (INCQS) no
periodo de 2005 a 2009. Desvios referentes aos pardmetros fisico-quimico, microbioldgico e toxicologico
foram encontrados. O dado mais surpreendente foi referente a rotulagem desses produtos, visto que 94%
dos produtos avaliados apresentaram o rétulo em desacordo com a legislagao brasileira vigente.
Palavras-chave. cosméticos, controle de qualidade, vigildncia sanitdria, rotulagem.

ABSTRACT

The cosmetic products are defined as preparations consisted of natural or synthetic substances, for external
use in the diverse parts of the human body, for cleaning, perfuming, modifying and/or correcting the
corporal odors, and to keep the body in good condition. Due to these attributes, the cosmetic products
have been daily used by millions of people, therefore, it is crucial to monitor the quality of these products.
This study examined the documentation of 133 cosmetic products which were sent and analyzed at the
National Institute of Control of Quality (INCQS) during the period from 2005 to 2009. Non-complying
data on the physical-chemical, microbiological and toxicological parameters were found. The most
unexpected report was related to the products labels, as in 94% of evaluated products the label was in
disagreement with the Brazilian legislation in force.

Keywords. cosmetics products, quality control, health surveillance, analysis of label.
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INTRODUCAO

Os produtos cosméticos sdo usados pelo homem
desde épocas remotas. Inicialmente, as fontes de seus
ingredientes eram essencialmente plantas, animais e
minerais'. No entanto, o avanc¢o da tecnologia resultou
na inclusdo de muitas substincias quimicas sintéticas na
formulacdo desses produtos'. Atualmente, a variedade de
produtos com diferentes finalidades de uso, principalmente
produtos de higiene, ¢ ampla e atinge um grupo populacional
cada vez maior'. Em relagio ao mercado, a Industria
Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
apresentou um faturamento Ex-Factory, liquido de imposto
sobre vendas, de R$ 4,9 bilhdes em 1996 e de R$ 24,9 bilhoes
em 20092 Existem, no Brasil, 1.659 empresas atuando no
mercado de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos, sendo que 14 empresas de grande porte, com
faturamento liquido de impostos acima dos R$ 100 milhoes,
representam 73% do faturamento total>. Em comparagio
ao mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos, conforme dados mais recentes do Euromonitor
Internacional de 2010, o Brasil ocupa a terceira posigio,
apresentando 10% de participa¢do no mercado mundial,
ficando atras apenas dos Estados Unidos e do Japao®. O
pais é o primeiro no mercado em desodorante, produtos
infantis e perfumaria; segundo no mercado em produtos
masculinos e produtos para higiene oral, protecdo solar,
cabelos e banho; sendo considerado o terceiro mercado em
produtos cosméticos em geral’.

Os produtos cosméticos sio definidos como
preparagdes constituidas por substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano como pele, sistema capilar, unhas, labios, drgaos
genitais externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, que tém o objetivo exclusivo ou principal
de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou
corrigir odores corporais e/ou protegé-los e/ou manteé-
los em bom estado*®. De acordo com o grau de risco que
oferecem, os produtos cosméticos sdo classificados em
Grau 1 (produtos de risco minimo) e Grau 2 (aqueles
com risco potencial). Outros tipos de classificagdo podem
envolver a finalidade do uso do produto, areas do corpo
abrangidas, modo de usar e cuidados a serem observados
quando da sua utilizagdo®.

Esses produtos estdo sujeitos ao regime de
Vigilancia Sanitdria como disposto na Lei n° 6.360, de
23 de setembro de 19767, regulamentada pelos Decretos
n° 79.094, de 5 de janeiro de 1977% e n° 3.961, de 10 de
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outubro de 2001°, além de serem regulamentados por
outras legislacdes especificas. Assim, no ato do registro
desses produtos junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), conforme a legislacdo brasileira vigente
e harmonizada no Mercado Comum do Sul (Mercosul), é
exigida a apresentacdo dos dados dos ensaios de Controle
de Qualidade. Esses ensaios tém por objetivo avaliar as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas das
matérias-primas, embalagens, produtos em processo
de fabricagdo e produtos acabados. A verificagio da
conformidade das especificagdes deve ser vista como um
requisito necessario para a garantia da qualidade, seguranca
e eficdcia do produto, e ndo somente como uma exigéncia
regulatdria'®. Existem diferentes tipos de modalidades de
andlises de controle de qualidade, sendo elas: a andlise
prévia, efetuada antes da comercializacdo dos produtos;
a analise de controle, realizada imediatamente apds a
entrada do produto no mercado, destinada a comprovar
a conformidade do produto em relacdo a documentagio
apresentada em seu registro; e a analise fiscal, realizada em
carater de rotina, para apuracio de infragdo ou verificagio
de ocorréncia de desvio quanto a qualidade, seguranca e
eficacia dos produtos ou matérias-primas®. No Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
sdo ainda realizadas as andlises de orientacdo e especial,
ndo previstas na legislagdo, mas realizadas respectivamente,
com a finalidade de fornecer subsidio as a¢des pertinentes
aos programas de verificagao da qualidade dos produtos, e
aquela efetuada em amostras visando atender a programas
de pesquisa e desenvolvimento de metodologias analiticas,
estabelecimento de materiais de referéncia ou outras
atividades relacionadas a missao e func¢des do Instituto™.
Vale ressaltar que os produtos cosméticos tém
como caracteristicas, além da condi¢do de uso didrio, o
uso repetido de algumas categorias como, por exemplo,
os cremes dentais e sabonetes. Aliado a isto esta o fato
de que esses produtos podem ser usados extensivamente
durante um amplo periodo de nossa vida, por isso é
extremamente necessario garantir a seguranga e eficacia
dos mesmos, por meio do controle da toxicidade do
produto final e dos seus ingredientes, conforme varios
autores relatam na literatura'*'*. Dados de 2009, do
Sistema Nacional de Informagao Téxico Farmacologicas
(Sinitox), os mais recentes publicados nesse sistema,
indicam a ocorréncia de 1.230 casos registrados de
intoxicagdo humana por cosméticos no Brasil nesse ano®.
Embora a compatibilidade de produtos cosméticos
com a pele seja avaliada cuidadosamente antes da
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comercializagao desses produtos, alguns ingredientes
podem inevitavelmente causar reacdes na pele, como
irritagbes e até alergias. Varios estudos demonstram
que mais de 10% dos pacientes submetidos ao patch test
sao alérgicos a produtos cosméticos ou a um de seus
ingredientes'®. Conservantes, fragrancias e pigmentos
capilares sdo causas frequentes de dermatites de contato'”*.

Outro componente desencadeador de dermatites
sao os filtros solares. A incidéncia de dermatites de
contato fotoalérgicas devido ao uso de filtros solares
ndo ¢ muito clara, mas pode variar de 1 a 40% segundo
a historia de fotossensibilidade do paciente®. As
substancias quimicas fotoprotetoras e conservantes sio
os mais frequentes alergénicos causadores de dermatite
de contato fotoalérgica®”

Contudo, a forma mais comum de intolerincia
a cosmeéticos é caracterizada por irritacdo, sensagdo de
queimacao, leve coceira com pequenas evidéncias cutdneas
locais, tipo eritema, na zona de aplicacdo do produto?.

O wuso inadequado do produto cosmético
também ¢é causa frequente de reagdo adversa como, por
exemplo, utilizar o produto em outra regido do que a
indicada, fazer uso do produto por um tempo maior que
o indicado e nao seguir as instrugdes do fabricante®.

Considerando o destaque que os produtos
cosméticos vém conquistando no mercado, aliado a
importancia da necessidade de garantir a seguranca desses
produtos, o objetivo deste trabalho é descrever o perfil da
qualidade dos produtos cosméticos enviados a0 INCQS no
periodo de 2005 a 2009 quanto aos resultados obtidos em
ensaios toxicoldgicos, microbiologicos, fisico-quimicos e
de rotulagem em relacdo a legislacao sanitaria vigente.

MATERIAL E METODOS

Levantamento de dados das analises de controle da
qualidade de produtos cosméticos realizadas no INCQS

Foi realizada uma revisio retrospectiva dos
processos arquivados no INCQS referentes as andlises
de produtos cosmeéticos realizadas no periodo de janeiro
de 2005 a dezembro de 2009, advindas de solicitacdes de
analise fiscal, de andlise de orientacio e de analise especial
encaminhadas principalmente pelas Vigilancias Sanitarias
Municipais, Estaduais, pelos Laboratérios Centrais de
Saide Publica (LACENs), pela Anvisa e pelo Poder
Judiciario. Os dados foram extraidos da ficha de cadastro
e do boletim de andlise de cada amostra, sendo estudadas
as seguintes variaveis: categoria do produto, localizagdo do

fabricante, estado onde foi realizada a coleta, tipo de anélise,
solicitante, motivo de apreensao, resultados parcial e final
das andlises realizadas. As amostras foram classificadas de
acordo com o risco, em Produtos de Grau de Risco 1 ou
Grau de Risco 2, conforme a resolu¢io RDC n° 211, de 14
de julho de 2005°. Para as analises laboratoriais, realizadas
no periodo escolhido, as legislacdes sanitarias utilizadas
foram: o Decreto Lei n° 79.094, de 5 de janeiro de 19775,
que regulamenta a lei que submete os produtos cosméticos
ao sistema de vigilancia sanitaria; a Resolug¢do n° 481,
de 23 de setembro de 19997, que estabelece parimetros
para controle microbiolégico de produtos cosméticos;
a Resolugao RDC ne 211, de 14 de julho de 2005%, que
estabelece a defini¢io e classificagdo de produtos cosméticos
e de normas de rotulagem para esses produtos; a Resolu¢ao
RDC n° 162, de 11 de setembro de 2001%*, que publica a
lista de conservantes permitidos; a Resolugdo RDC n°
215, de 25 de julho de 2005*, que aprova o regulamento
técnico “Listas de substancias que os produtos cosméticos
ndo devem conter exceto nas condigdes e com as restri¢oes
estabelecidas”; a Resolugdo RDC n° 343, de 13 de setembro
de 2005%, que institui novo procedimento totalmente
eletrénico para a notificagdo de produtos cosméticos e
perfumes de Grau 1; e a Resolugdo RDC n° 48, de 16 de
marg¢o de 2006”7, que aprova o regulamento técnico e lista
de substancias que ndo podem ser utilizadas em produtos
cosméticos. Os dados foram tabulados e analisados
utilizando-se o programa Epi Info 6.0.

RESULTADOS

Produtos analisados

No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de
2009, foram enviadas ao INCQS 156 amostras de produtos
cosméticos, sendo que 23 ndo foram analisadas por motivo
de cancelamento. Os principais motivos de cancelamento
das amostras foram: falta de pagamento das analises de
controle (30,4%); falta de parametros na legislagdo para
fazer a andlise (26,1%); os produtos ndo terem sido
apreendidos conforme a lei n° 6.437/77 (21,7%); produtos
com data de vencimento expirando quando enviados para
a analise (17,4%); e produto que originou uma reagdo
sistémica (4,4%), onde nio pode ser observada correlacido
direta dos sintomas com possiveis causas.

Entre as 133 amostras analisadas, 23 eram
comercializadas sob a forma de kit (contendo 2 ou mais
produtos e suas respectivas embalagens). As principais
categorias analisadas foram: tintura capilar permanente,
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Tabela 1. Diferentes categorias de produtos cosméticos analisados no
INCQS no periodo de 2005 a 2009 de acordo com a classificagdo do
Grau de Risco

Categorias N (%)

Condicionadores 14 (10,52%)

Sabonete facial e ou corporal 11 (8,30%)

Xampu 11 (8,30%)
Restaurador capilar 5(3,76%)
Brilho labial 2 (1,50%)
Creme ou gel para assentar os cabelos 2 (1,50%)
E Depilatério/epilatorio mecanico 2 (1,50%)
EE Creme rinse 1 (0,75%)
Desodorante axilar 1 (0,75%)
Esmalte/verniz para as unhas 1 (0,75%)
Fralda 1 (0,75%)
Miscara Facial argilosa 1 (0,75%)
Mascara capilar 1 (0,75%)
Oleo para cabelo 1(0,75%)
Tintura capilar permanente 20 (15,04%)
Alisante para cabelos 9 (6,77%)
Dentifricio anticérie 6 (4,51%)
Protetor solar 6 (4,51%)
Sabonete antisséptico 4(3,00%)
Desod t tit irante/anti irant
e'so orante antitranspirante/antiperspirante 4 (3,00%)
axilar
X ti /antiqueda e/ t
amp’u.an 1caspe,1 antiqueda e/ou outros 4(3,00%)
beneficios especificos
Alisante que tinge os cabelos 3 (2,26%)
Bloqueador Solar 3(2,26%)
Clareador da pele 3 (2,26%)
Xampu colorante/tonalizante 3(2,26%)
= Bronzeador solar 2 (1,50%)
o
% Creme para o corpo com finalidade exclusiva
Z ] ~ 2 (1,50%)
de hidratagao- grau 2
Creme para. o corpo com fotoprotetor ou com 2 (1,50%)
outras finalidades
Bronzeador simulatdrio 1 (0,75%)
Creme para celulites/estrias 1 (0,75%)
Creme para rosto com finalidade anti-rugas 1(0,75%)
Descolorante para cabelos 1 (0,75%)
Ol,eo para.massa{;em com OL}tra.s finalidades 1 (0.75%)
além de hidratagao e refrescancia
Tintura capilar temporaria 1 (0,75%)
Tintura progressiva 1(0,75%)
Xampu infantil 1 (0,75%)

TOTAL 133 (100%)
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condicionador, sabonete facial e/ou corporal e xampu
(Tabela 1).

Relagido entre os tipos de analises e distribui¢do entre
os Graus de Risco

Das 133 amostras analisadas, 54 amostras foram
classificadas como pertencentes ao Grau de Risco 1,
das quais 35 (64,8%) foram submetidas a andlise na
modalidade fiscal, 14 (25,9%) na modalidade orienta¢ao
e5(9,3%) na modalidade especial. Ja entre os 79 produtos
pertencentes ao de Grau de Risco 2, 45 (57%) foram
submetidos a andlise fiscal e 34 (43%) a de orientacio.

Motivos de apreensio

Os motivos de apreensdo das amostras recebidas
no INCQS foram: 86 (47,8%) por suspeita de reagdes
adversas; 59 (32,8%) por suspeita de desvio de qualidade;
10 (5,5%) por demanda judicial; e 25 (13,9%) por outros
motivos. Vinte quatro amostras apresentaram dois motivos
de apreensio cada, totalizando 180 motivos. E importante
ressaltar que, entre as amostras apreendidas por demanda
judicial: 5 (2,7%) foram por denuncia de lesdo corporal
culposa; 2 (1,1%) por denuncia do ministério publico; 1
(0,6%) por causa judicial (indenizagao por danos morais);
1 (0,6 %) por exame pericial por acidente doméstico; e 1
(0,6%) por inquérito policial.

Solicitantes das analises

No periodo estudado, foram registradas demandas
oriundas de 13 diferentes instincias publicas, sendo
predominantes aquelas demandas advindas dos LACENs
(70 [44,9%]). Na Figura 1, podemos observar o nimero
de solicitacdes e as principais instancias demandantes.
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Figura 1. Distribuigdo dos solicitantes das analises realizadas no IN-
CQS no periodo de 2005 a 2009
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Sendo: 1. LACENS; 2. Secretaria Estadual de Satude; 3. Secretaria Mu-
nicipal de Satde; 4. Instituto Nacional de Metrologia (Inmetro); 5. Pre-
feituras Municipais; 6. Anvisa; 7. INCQS-Grupo Técnico/Cosmético; 8.
Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED); 9. Secretaria de Atengdo a Saude
(SAUB/DAB/SAS/MS); 10. Poder Judicidrio; 11. Centro de Criacdo de
Animais de Laboratorio/Fiocruz; 12. Hospital Geral de Bonsucesso; 13.
Requerente ndo consta.

Fabricantes dos produtos

Dentre os produtos apreendidos, 149 (95,5%) eram
fabricados por industria nacional e 7 (4,5%) importados
(Italia). Os fabricantes nacionais estavam localizados nos
seguintes estados: 52 (34,9%) no Rio de Janeiro; 44 (29,5%)
em Sao Paulo; 13 (8,7%) no Parana; 8 (5,4%) na Bahia; 7
(4,7%) em Goias; 7 (4,7%) em Minas Gerais; 4 (2,7%) no
Rio Grande do Sul; 1 (0,7%) em Pernambuco; 1 (0,7%) em
Santa Catarina; e 12 (8%) em local nao declarado.

Resultado das analises laboratoriais

Nenhum produto foi analisado nas quatro
modalidades: rotulagem, analise fisico-quimica, analise
toxicologica e andlise microbioldgica. Isso aconteceu
porque, dependendo do motivo pelo qual as amostras

foram encaminhadas ao INCQS para serem analisadas,
alguns tipos de analises foram suprimidos.

Rotulagem

A analise de rotulo foi realizada em 120 amostras,
sendo obtidos apenas 7 (6%) resultados satisfatorios. Os
desvios detectados nos rotulos das amostras insatisfatorias
foram relativos: ao Registro ou a Notificagdo, a férmula
(composi¢do), ao modo de uso, ao fabricante/distribuidor,
a embalagem dos produtos, a data de fabricacao, relativo
a data de validade, ao cédigo de barras, ao nome do
produto, a declara¢io do Responsével Técnico e seus
dados, a falta do numero de lote, ao texto de adverténcia
ndo estar igual ao que foi declarado a Anvisa e a categoria
a que pertence o produto nao estar no rétulo. Os produtos
classificados como Grau de Risco 2 (com pelo menos 3
produtos/categoria) com maior frequéncia de reprovagao
no teste de rotulagem estdo descritos na Tabela 2, e pode
ser observado que os principais desvios ocorreram em
relacio a falta da data de fabricacéo e a ndo adequacéo das
frases de adverténcia. Cabe ressaltar que todos os produtos
analisados no requisito rotulagem, e que foram reprovados,

Tabela 2. Frequéncia das principais categorias de produtos cosméticos Grau de Risco 2 insatisfatdrios no ensaio de rotulagem analisados no

INCQS no periodo de 2005 a 2009

Ned
. . Nome RTe €
Categoria de Produto . , Fabricante/ Data de Nede Frasesde produtos
Registro Formula _ =~~~ Embalagem L do seus . .
(Ne total) Distribuidor Fabricagao Lote Adverténcia reprovados
Produto dados
(%)
Ti il
intura captiar 1 4 1 13 0 2 1 15 100
permanente (20)
Alisante para cabelos (9) 6 0 1 2 1 1 0 2 88,9
facial
Sabonete facia 1 1 2 0 2 2 2 0 100
antisséptico(4)
Dentifricio anticarie (6) 0 0 3 4 0 0 0 2 100
Protetor solar (6) 2 0 1 0 0 1 0 0 66,7
Desodorante
antitranspirante / 0 2 0 4 0 0 0 0 100
antiperspirante axilar (4)
Xampu anticaspa /
antiqueda e/ou outros 2 2 0 1 0 0 0 0 100
beneficios especificos (4)
Xampu colorante /
. 1 0 0 2 0 0 0 2 100
tonalizante (3)
Bloqueador solar (3) 1 0 0 1 0 0 1 1 100
Alisante que tinge os
2 0 0 0 0 0 0 1 100
cabelos (3)
Clareador da pele (3) 3 0 0 0 0 0 0 0 100
TOTAL 19 9 8 27 3 6 4 23

RT = Responsavel Técnico.
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pertenciam as principais categorias de cosméticos, como
tintura capilar permanente, sabonete facial antisséptico,
dentifricio anticarie, desodorante antitranspirante, xampu
anticaspa/antiqueda, Xampu colorante/tonalizante,
bloqueador solar, alisante que tinge os cabelos e clareador
da pele. Por outro lado, ao analisar os produtos de Grau
de Risco 1, os principais desvios em relagao a rotulagem
verificados foram a falta da data de fabricagio (em
16 produtos) e problemas inerentes a notificacdo (11
produtos). O tnico produto isento de registro, que teve seu
rétulo analisado, pertencia a categoria fralda, e o desvio
apresentado foi ndo apresentar data de fabricagdo. Cabe
ressaltar que 50 produtos analisados apresentaram mais de
uma categoria de desvio de rétulo, totalizando 199 desvios.

Andlises fisico-quimicas

Foram realizadas em 70 amostras, sendo
obtido resultado satisfatorio em 50 (71,4%) amostras
e insatisfatorio em 20 (28,6%) amostras. Os ensaios
realizados foram os seguintes: pH, teor do principio ativo,
presencga de substincia proibida, aspecto fisico-quimico e
presencga de formol. A frequéncia de reprovacéo nos ensaios
fisico-quimicos esta descrita por produto na Tabela 3. Cabe
ressaltar que, no caso de produtos apresentados na forma
de kit, quando pelo menos um dos produtos apresentava
desvio em determinado parametro fisico-quimico, o
resultado para o kit foi considerado insatisfatorio. Em
relacdo ao pH, embora os produtos principais do kit nao
tenham apresentado desvio (exemplo no kit de coloracéo o
produto principal é o colorante), 3 kits foram considerados
insatisfatorios. Sdo eles: amostra 3256/2005 - tintura capilar
permanente (desvio da qualidade apresentado pela agua
oxigenada); amostra 3024/2006 — alisante para os cabelos

(desvio da qualidade apresentado pelo creme ativador do
relaxamento, que também ¢é o proprio relaxante capilar);
e amostra 2155/2007 — alisante para os cabelos (desvio da
qualidade presente no xampu indicador).

Nas 15 amostras onde o valor de pH foi
insatisfatdrio, 12 (80%) apresentaram valor mais alto que
o estabelecido e 3 (20%), valor mais baixo.

Dos oito produtos analisados em rela¢ao ao teor
de principio ativo, todos apresentaram valor menor do
que o declarado. Embora o alisante capilar, produto
principal do kit da amostra 3024/2006, nao tenha
apresentado desvio, outros dois componentes do kit
apresentaram desvios: o creme ativador, que também é
um alisante capilar, e 0 xampu.

Nenhum produto foi insatisfatério quanto a
analise do aspecto fisico-quimico e presenca de formol.
Porém, é importante ressaltar que, em uma amostra de
tintura progressiva, foi encontrada a presenca de uma
substéncia proibida pela atual legislagdo: o chumbo.

Andlises toxicologicas

Foram realizadas em 32 amostras, tendo sido
satisfatdrias em 18 (56%) e insatisfatorias em 14 (44%). Os
ensaios realizados foram os seguintes: Irritagdo Cuténea,
Irritagdo da Mucosa Oral e Irritagdo Ocular. A frequéncia
de reprovagao nos ensaios toxicoldgicos esta descrita por
produto na Tabela 4. E importante destacar que nenhum
dos produtos testados no Ensaio de Irritacdo Ocular teve
resultado insatisfatorio.

Andlises microbiologicas
Foram realizadas em 41 amostras, sendo obtido
resultado satisfatorio em 36 (87,8%) e insatisfatorio

Tabela 3. Frequéncia de produtos cosméticos insatisfatorios (N = 20) nos ensaios fisico-quimicos realizados no INCQS no periodo de 2005

a 2009
Anélises Fisico-Quimicas
N (%) pH Teor Pl:incipio Presenca 'su.bstﬁncia
Ativo proibida
Xampu 5(7,15%) 3(4,3%) 2(2,8%) 0
Risco I Condicionador 1(1,4%) 2(2,8%) 0 0
Restaurador capilar 1(1,4%) 1(1,4%) 0 0
Tintura capilar permanente 5(7,15%) 5(7,15%) 1(1,4%) 0
Alisante capilar 3(4,3%) 3(4,3%) 2(2,8%) 0
Alisante que tinge os cabelos 1(1,4%) 1(1,4%) 0 0
RiscoII  Bronzeador solar 1(1,4%) 0 1(1,4%) 0
Tintura progressiva 1(1,4%) 0 0 1(1,4%)
Xampu anticaspa, antiqueda e outros beneficios 1(1,4%) 0 1(1,4%) 0
Xampu colorante/tonalizante 1(1,4%) 0 1(1,4%) 0
TOTAL 20(28,6%) 15(21,4%) 8(11,4%) 1(1,4%)
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Tabela 4. Frequéncia de produtos cosméticos insatisfatorios (N = 14) nos ensaios toxicoldgicos realizados no INCQS no periodo de 2005 a 2009

Analises toxicoldgicas

Irritagdo cutanea Irritagdo da mucosa oral

N 0
(%) (analisado/reprovado) (analisado/reprovado)

Risco I Sabonete 2(6,3) 2/2 0

Dentifricio anticérie 6(18.,8) 0 6/6

Tintura capilar permanente 3(9,4) 313 0
Risco II Protetor solar 1(3,1) 2/1 0

Sabonete antisséptico 1(3,1) 1/1 0

Xampu anticaspa e/ou outros beneficios 1(3,1) 1/1 0
TOTAL 14(44%) 8(25%) 6 (19%)

em apenas cinco (12,2%). Os ensaios realizados foram:
contagem de Mesofilos Totais e a pesquisa da presenca de
alguns micro-organismos (Coliformes Fecais, Coliformes
Totais, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus).
Cinco produtos foram reprovados, pois apresentaram
concentragio de Mesofilos Totais maior que 5 x 10°
UFC/g ou mL, em desacordo com o que estabelece a
Resolugdo n® 481, de 23 de setembro de 1999%. Dentre
esses produtos, trés eram sabonetes de Grau de Risco
1, e dois pertenciam a categoria de sabonete facial e/ou
corporal antisséptico, sendo de Grau de Risco 2.

Resultado final

Quando todos os resultados sdo analisados em
conjunto, envolvendo o tipo de ensaio realizado, sendo
ele microbioldgico, fisico-quimico, toxicolégico e de
rotulagem, em relacao a categoria de produto onde ele
foi aplicado, tem-se como resultado final que, das 133
amostras analisadas, 123 (92,5%) foram consideradas
insatisfatdrias e apenas 10 (7,5%) foram satisfatdrias.

DISCUSSAO

Ha diversos relatos na literatura cientifica de
substancias presentes em cosméticos que apresentam
toxicidade. Outras substincias, por sua vez, apresentam
limites aceitaveis, como corantes e conservantes, devendo-
se respeitar a legislacao vigente quanto a concentragdo
em que devem ser incorporados as formulagdes'?*2,
As potenciais reagoes adversas aos cosméticos
compreendem um largo espectro de reagdes cuténeas,
incluindo irritacoes, reagdes de hipersensibilidade tardia,
urticaria de contato, fotossensibilizacio (fototoxica ou
fotoalérgica), doengas pigmentares, danos a unha e a
cabelos, erupcbes acneiformes, foliculites e piora de
dermatoses pré-existentes”. Por isso se faz necessario
o monitoramento dos produtos cosméticos, tanto em

relagdo aos limites das substincias, quanto a presenca de
substancias proibidas nas formulacoes.

A majoria dos produtos cosméticos que foi
analisada neste trabalho foi oriunda de anilise fiscal
(60,2%), ou seja, andlise devido a uma dentncia, que
pode ter sido gerada em fungdo de um evento adverso
ou pela auséncia de qualidade ou de eficacia do produto.

Ao se analisar o resultado final, vé-se que, para a
maioria dos produtos (92,5%), foram obtidos resultados
insatisfatorios, sendo que, nos 10 produtos com resultados
satisfatorios, somente 4 eram de Grau 2. Ou seja, dos 72
produtos de Grau 2 que foram analisados, 68 (94,4%)
apresentaram resultados insatisfatorios. Esse dado ¢
bastante relevante quando se pensa no risco potencial
que os produtos mencionados podem trazer a popula¢io.

Os  produtos  cosméticos podem  ser
contaminados de duas maneiras: durante a produc¢io
ou durante o uso pelo consumidor. A contamina¢io
pode causar indesejaveis mudangas na composigio,
no odor e na coloracdo dos produtos. Além disso, a
contaminag¢do microbioldgica pode estragar o produto e
0 micro-organismo pode ser patogénico, representando
potenciais perigos para o usuario. Infec¢des causadas por
produtos cosméticos contaminados sdo relativamente
raras atualmente, mas existem casos relatados em
pacientes hospitalizados, como o caso de cinco pacientes
internados que, ao usar um hidratante corporal a base
de leite, foram contaminados com cepas de Burkholderia
cepacia®. Neste trabalho, com relagio aos dados
microbioldgicos, tem-se que 5 (12,2%) produtos, dos que
foram submetidos a esse tipo de analise, apresentaram
resultado insatisfatorio, sendo 2 produtos de Grau 2.
Nesses 5 produtos, foi detectada a presenca de mesdfilos
totais acima do que é permitido pela legislagdo vigente,
que é 5x 10° UFC/ g ou mL.

Na andlise fisico-quimica, 20 produtos
apresentaram resultado insatisfatdrio, sendo 13 produtos
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de Grau 2. O principal desvio encontrado foi em relacdo a
faixa do pH declarado. A maioria apresentou valor maior de
pH do que o informado, podendo vir a acarretar problemas
na integridade da pele’. Além disso, em uma amostra de
tintura progressiva, foi detectada a presenca de chumbo. Ha
relatos que o chumbo pode gerar desde efeitos clinicos até
efeitos bioquimicos. Estes tltimos envolvem varios sistemas
de 6rgaos e atividades bioquimicas. Nas criangas, os efeitos
criticos atingem o sistema nervoso, enquanto que, nos
adultos com exposicdo ocupacional excessiva ou mesmo
acidental, os cuidados sio com a neuropatia periférica e a
nefropatia cronica. Também os sistemas gastrintestinal e
reprodutivo sdo alvo da intoxicacio pelo chumbo™.

Ao se analisar o perfil toxicologico, 14 (44%)
amostras das que foram submetidas a este teste
apresentaram resultado insatisfatdrio, sendo 12 amostras
de Grau 2. O principal efeito toxicologico encontrado foi
a irritacdo cutanea.

O pior resultado observado foi, no entanto, em
relagao a rotulagem. Dos produtos que foram analisados,
94% foram considerados insatisfatérios. Os principais
desvios observados foram relativos a data de fabricacéo, a
notificagdo ou ao registro de produto, e a falta da categoria
do produto no rétulo. No rétulo, devem ser encontradas as
finalidades ou instrucdes de uso, as recomendagdes para
que se leia o rétulo antes de utilizar o produto a fim de
evitar seu uso indevido. Infelizmente, por subestimarem
o risco dos cosméticos, a rotulagem desses produtos é, na
maioria das vezes, incompleta e precdria, embora exista
legislacao especifica, como a RDC n° 211, de 14 de julho
de 2005, que estabelece os requisitos para a rotulagem
de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes®.

CONCLUSAO

Este estudo conclui que a maior parte dos produtos
(94%) que foi analisada no INCQS no periodo de 2005 a
2009 apresentou resultado insatisfatdrio, e o requisito que
mais contribuiu para esse resultado foi a ndo adequagao
dos dizeres de rotulagem. Ocorreu também reprovagao
das amostras nas analises microbioldgica, fisico-quimica
e toxicologicas. Das amostras submetidas a analise
microbioldgica, 12,2% foram reprovadas por apresentarem
a concentracio de mesdfilos totais acima do estabelecido
pelalegislagdo vigente. Em relagao a analise fisico-quimica,
28,6% das amostras analisadas foram reprovadas, sendo a
principal causa da reprova¢io a ndo adequagdo do pH das
amostras. Ja em relagdo a analise toxicoldgica, 44% das
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amostras submetidas a esta andlise foram consideradas
insatisfatdrias, sendo que 25% foram reprovadas no teste
de irritacdo cutinea e 19% no teste de irritacdo da mucosa
oral. Os dados obtidos sugerem negligéncia aos padroes
de qualidade dos produtos cosméticos comercializados
no Brasil no que concerne o preconizado pela legislacdo
vigente, levando a um risco sanitario relevante quando
constatamos na literatura a frequéncia com que esses
produtos sdo usados pela populacéo.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo comparativo entre os métodos ICPO e TTPA, para avaliar a
eficdcia da implantacdo do TTPA como método para a avaliagdo da seguranca e eficicia de heparinas nio
fracionadas em produtos farmacéuticos. Foram avaliados, comparativamente, cinco lotes de diferentes
fabricantes de heparinas nao fracionadas (polissacarideo sulfatado usado como droga anticoagulante), de
origem suina ou bovina, testadas com base no 5° Padrdo Internacional de Heparina. Esses produtos foram
provenientes de coletas efetuadas pelas autoridades sanitdrias para analise no Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS). As amostras foram analisadas quanto a pureza e poténcia anticoagulante, por
meio de duas metodologias: inibi¢do da coagula¢do do plasma ovino (ICPO) e tempo de tromboplastina parcial
ativada (T'TPA). Houve boa concordancia entre as duas metodologias, sendo que a técnica TTPA apresentou ser
mais simples, rapida e objetiva, quando da utilizagdo do coaguldmetro para a medi¢do do tempo de formagao
de coagulos, em detrimento da leitura subjetiva dos graus de coagulagdo no ensaio de ICPO. A implantagdo
e a execugdo do TTPA em paralelo a utilizagdo do ICPO garantirdo o aumento de sensibilidade técnica na
avaliacdo da seguranca e eficacia de heparinas nao fracionadas.

Palavras-chave. heparinas nao fracionadas, controle da qualidade, ICPO, TTPA, vigilancia sanitaria.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the methods of SPCIA and APTT to evaluate the effectiveness of the
implementation of APTT as a method for assessing the safety and efficacy of unfractionated heparins in
pharmaceuticals. Five lots of non-fractionated heparins (a sulfated polysaccharide used as anticoagulant) from
porcine or bovine origin, and from different producers were comparatively evaluated. They were tested based
on the 5th International Standard for Heparin, and they were collected by the Brazilian sanitary authorities
for evaluating their purity and anticoagulant potency at the National Institute for Quality Control in Health
(INCQS). Two methodologies were employed: sheep plasma coagulation inhibition assay (SPCIA) and activated
partial thromboplastin time technique (APTT). An excellent correlation between the both methodologies was
found, and it showed that technique is easier, faster and objective due to the use of a coagulometer for measuring
the clot-forming time, instead of SPCIA assay which uses the subjective visual determination of the coagulation
degree. The implementation and execution of APTT technique and the concomitant use of SPCIA assay will
improve the technique sensitivity for assessing the non-fractionated heparins safety and efficacy.

Keywords. non-fractionated heparins, quality control, SPCIA, APTT, sanitary surveillance.
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INTRODUCAO

A heparina, substancia natural encontrada
abundantemente nas visceras de suinos e bovinos,
¢ utilizada desde a década de 1930 na terapia
anticoagulante, sendo apontada como um dos principais
avancos terapéuticos que almejam a reducio da
mortalidade e incapacidade fisica, pois sua utilizacao
visa minimizar os efeitos adversos decorrentes das
doencas cerebrovasculares (hemorragia, lesdes cutaneas
e trombocitopenia) e, consequentemente, reduzir sua
morbi-mortalidade’.

O resultado final de suas acdes bioquimicas é a
inibicdo da formagao e sintese dos fatores ativados da
coagulacdo que exercem fungdes criticas na formagao
do coagulo sanguineo, ja que a heparina atua tanto
na trombina livre como na trombina ligada a fibrina,
ativando a antitrombina III e, consequentemente,
inibindo a coagulagao®”.

Além disso, a meia vida curta e dependente
da dose, bem como a disponibilidade de um antidoto
especifico (o sulfato de protamina) lhe confere
propriedades adicionais de grande relevancia. Essas
caracteristicas a tornam o segundo agente terapéutico
natural mais utilizado no mundo, superado apenas pela
insulina*.

E encontrada em duas apresentacdes clinicas:
as Heparinas Nao Fracionadas (HNF), com massas
moleculares entre 4.000 e 6.000 Daltons, e as Heparinas de
Baixo Peso Molecular (HBPM), com massas moleculares
entre 4.000 e 6.000 Daltons>*.

Recentemente, sua demanda por avaliacdes de
natureza fiscal aumentou devido a contamina¢io em
seu processo de produgdo pela matéria-prima chinesa,
sulfato de condroitina. Este firmaco ndo possui atividade
anticoagulante, mas, quando quimicamente modificado
por meio de supersulfatagdo, adquire essa caracteristica,
transformando-se em um mimético da heparina, nio
sendo detectavel por metodologia analitica convencional.
Esse fato promoveu um aumento das politicas globais
de vigilancia sanitaria, com a elaboragao de agdes de
controle da qualidade desde a sua etapa de produgao’*2.

A Inibicdo da Coagulagdo do Plasma Ovino
(ICPO) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPA) sao os ensaios bioldgicos utilizados na avaliagao
da poténcia de heparinas nao fracionadas em produtos
farmacéuticos, tendo como base a ativacio e aceleracao
in vitro de etapas da cascata proteolitica’®. As leituras da

reacdo final desses ensaios se estabelecem em tempos
ou em graus de coagulagdo, relacionados ao 5° Padrdo
Internacional de heparina de mucosa intestinal suina'*'¢.

O ensaio ICPO, preconizado pela Farmacopeia
Brasileira, tem sido amplamente adotado para a avalia¢do
de poténcia das HNE O TTPA (também preconizado
pela Farmacopeia Brasileira) é o teste mais comumente
empregado para a avaliagdo das vias intrinseca e
comum do modelo in vitro da cascata proteolitica, além
da monitora¢do do uso de heparinas classicas (nao
fracionadas) em pacientes em tratamento anticoagulante’.
No entanto, até o momento, apenas o ICPO esta
implantado, sendo realizado rotineiramente pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saiade (INCQS),
unidade da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e érgao
de referéncia para as questdes normativas e analitico-
laboratoriais vinculados a vigilancia sanitaria.

O objetivo deste trabalho é fazer um estudo
comparativo entre os métodos ICPO e TTPA, para
verificar a eficacia da implantagdo do TTPA, como
método para a avaliagdo da seguranca e eficacia de
heparinas ndo fracionadas em produtos farmacéuticos.

MATERIAL E METODOS

Avaliacao dos métodos

Foram analisadas em quadruplicata pelos
métodos do ICPO e TTPA, sem o conhecimento prévio
de suas caracteristicas (estudo cego), cinco amostras de
heparinas nao fracionadas, de diferentes fabricantes,
provenientes de coletas realizadas por 6rgaos de vigilancia
sanitdria, e suas poténcias foram determinadas em relagao
ao 5° Padrdo Internacional de Heparina - WHO 97/578.

Para ambos os ensaios, suas metodologias foram
avaliadas comparando-se os resultados estatisticos da
exatiddo (determinada pela percentagem de recuperagdo
de uma dilui¢ao conhecida do 5° Padrédo Internacional de
Heparina em relagao a ele mesmo) e pela repetibilidade
ou precisdo intraensaios (expressa pela variacdo nos
resultados sob as mesmas condi¢des de operacdo em um
curto intervalo de tempo), sendo esses valores obtidos
dividindo-se o desvio-padrdo pela média, em relacdo
as poténcias relativas das quatro repeticdes realizadas,
em cada amostra, para ambos os métodos, por meio
da determinacdo de seu coeficiente de variacio (CV),
expresso como percentagem (%).

Apenas para o ensaio do TTPA, avaliamos a
linearidade (determinada a cada ensaio, sendo um dos
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critérios para sua valida¢do), sendo a amostra considerada
satisfatoria quando apresentou uma poténcia estimada em
relacdo ao padrdo de, no minimo, 90% e, no maximo, 110%
da poténcia declarada — de acordo com os pardmetros
estabelecidos para a solugdo de heparina no 5° fasciculo
da Farmacopeia Brasileira, 4* edi¢do, e pela OMS em
relagdo ao critério de validagao de metodologias'*".

Meétodo da Inibicdo da Coagulagio do Plasma Ovino
(ICPO)

O ensaio foi realizado de acordo com o POP
INCQS n° 65.3320.005'® e com a monografia descrita na
Farmacopeia Brasileira, 42 edi¢do, parte 2, fasciculo 5.

A poténcia da heparina foi calculada por meio de
um ensaio bioldgico (ICPO) que compara o volume de
uma solugao amostra necessario para inibir a coagulagao
do plasma citratado de ovelha, recalcificado, com o
volume da solu¢do padrdo de heparina necessario para
produzir o mesmo efeito (com solug¢des padrio e amostra
diluidas & mesma poténcia tedrica).

Determina-se, na prética, o volume do padrdo e da
amostra — na presenca de 1 mL de plasma ovino citratado
€ 0,2 mL de cloreto de célcio 1% (P/V), em tubos de ensaio
13 x 100 mm, apds 1 hora de incubagdo a 37 °C em banho-
maria — concedendo-se trés graus (0,25; 0,5; 0,75) entre
zero e a coagulacgao total (1,00), que permitem o grau de
coagulagdo 0,5, procedendo-se o registro dos resultados
no protocolo de resposta (Tabela 1). Observando-se que,
se a série das prepara¢des nao apresentar dois tubos com
graduagdo acima de 0,50 e dois tubos com graduagido
abaixo de 0,50, o ensaio sera repetido, usando-se solugoes
padrdo e amostra com poténcia teérica ajustada.

No ensaio bioldgico da heparina pelo método
ICPO, ointervalo entre o volume que permitea coagulagao

Tabela 1. Protocolo de Respostas do Método ICPO

e aquele que a inibe é tdo pequeno que a curva dose-
resposta ndo pode ser determinada diretamente. Utiliza-
se, nesse caso, a interpola¢ao do logaritmo do volume (x)
correspondente a 50% da coagulagio, tanto para o padrao
quanto para a amostra. Sendo empregada para a andlise
dos resultados experimentais, determinagao da poténcia
e limites de confianga, analise estatistica para o modelo
de delineamento de médias mdveis™.

Meétodo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPA)

O ensaio foi realizado de acordo com a monografia
descrita na Farmacopeia Brasileira, 4 edicdo, parte 2,
fasciculo 5", — com excecdo da utilizacdo do plasma ovino
citratado, que nao apresentou resultados satisfatdrios,
sendo, portanto, substituido por plasma humano padrao®.

Com base na regido linear da curva dose-resposta
elaborada com o 5° Padrdo Internacional de Heparina
(Figura 1), selecionaram-se as concentragoes: 2,0, 2,6 e
3,0 Ul/mL.

80
75
70
65
60
55
50
45
40 1
Concentragdes (UI/mL) 0,4
Tempol(s) 42,1

Tempo (s)

2
0,6
42,2

3
0,9
41,9

4
1,2
41,8

5
1,8
45,5

6
2
53,4

7
2,6
68,5

8
3
79,6

Figura 1. Curva Dose-Resposta de Heparina pelo Método TTPA

Foram incubados, em 6 tubos de ensaio 13 x 100
mm por 15 minutos, a 37 °C, 120 uL de plasma humano

Vol.Heparina Vol.Salina Log vol x 10 R'es.posta de Graus~ de coagulagio (Y)

Tubo N° (mL) (mL) média pareada Padrio Amostra
Xi Y Yi Y Yi

1 0,8 0 0,9031 -

2 0,78 0,02 0,8921 0,892

3 0,76 0,04 0,8808 0,8807

4 0,74 0,06 0,8692 0,8691

5 0,72 0,08 0,8573 0,8572

6 0,7 0,1 0,8451 0,8450

7 0,68 0,12 0,8325 0,8324

8 0,66 0,14 0,8195 0,8194

9 0,64 0,16 0,8062 0,8060

10 0,62 0,18 0,7924 0,7922

Adaptado de POP/INCQS n° 65.3320.005
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citratado liofilizado e 120 pL das respectivas solugdes de
heparina padrdo e amostra (A1, A2, A3; P1, P2, P3). O
plasma humano citratado liofilizado foi reconstituido
com 1.000 pL de dgua deionizada, seguindo as instrugdes
do fabricante.

Foram transferidas duas aliquotas de 100 pL
de cada tubo de ensaio (duplicatas) para as cubetas
de polietileno do coagulometro (com manutengao da
temperatura a 37 °C) e adicionados 50 pL de cefalina
ativada. Apos exatos 120 segundos, foram acrescentados
50 pL da solugdo de CaCl, 25 mM e o tempo de coagulagio
registrado. Todo o procedimento anterior foi repetido
usando novas solu¢oes padrio e amostra, outra aliquota
de plasma, com incubagéo e ativa¢do em ordem inversa a
anterior (P1, P2, P3; A1, A2, A3).

Para a andlise dos resultados experimentais e a
determinacdo da poténcia das amostras para o método
de analise de linhas paralelas em questdo (ensaio 3 + 3
doses), foi realizada analise de varidncia. A validade de
cada ensaio foi testada, e a poténcia de cada amostra
estimada por meio de analise estatistica para o modelo
de delineamento totalmente ao acaso.

As condigoes de validade foram avaliadas por
meio da andlise dos resultados de regressdo, desvio de
paralelismo e desvio de linearidade (analise de curvatura
quadratica e diferen¢a de curvatura quadratica).

Toda a andlise estatistica foi realizada pelo
Programa CombiStats® versao 4.0 da European Directorate
for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM)*.

RESULTADOS

O TTPA teve seus resultados para repetibilidade
e precisdo comparados analiticamente em rela¢io aos
do ICPO para a determina¢ao da poténcia bioldgica de
heparinas nao fracionadas, conforme demonstrados na
Figura 2.

Avaliac¢io estatistica

Em uma amostragem estatistica, o simples
fato de um experimento poder apresentar varidveis
continuas ou discretas constitui um fator de selecdo para
aindicagao de diferentes grupos de testes. Neste trabalho,
optamos por aplicar os testes de hipotese paramétricos
F da andlise de varidncia (ANOVA) e t de Student, além
do teste de hipdtese ndo paramétrico de Mann-Whitney;,
ja que o ensaio ICPO — por caracterizar-se pela leitura
visual (qualitativa) dos graus de coagulagao (0, 25, 50,

75 e 100%) — apresenta uma variavel discreta, enquanto
que o ensaio TTPA apresenta uma variavel continua,
caracterizada pela leitura quantitativa de seus resultados
(em segundos) obtidos no coagulometro®.

Avaliagao Comparativa ICPO x TTPA

100,00%

% POTENCIA

0% -

AMOSTRAS

Produtor Produtor Produtor Produtor Produtor
2 3 4 5

Padrio

B JCPO 100,00% 102,97% 104,62% 107,71% 106,63% 106,37%
] TTPA 99,60% 103,80% 99,88% 107,00% 108,90% 117,70%

Figura 2. Resultados ICPO x TTPA

Precisao dos métodos

Por meio da repeticdo dos ensaios analiticos que
expressaram a variagdo nos resultados sob as mesmas
condi¢des de operacdo, observamos que o método ICPO
apresentou precisdo superior (CV entre 0,0% e 2,0%) em
relagdo ao método TTPA (CV entre 1,80% e 4,98%), mas,
mesmo assim, podemos considerar o TTPA preciso, pois
seus valores de CV foram baixos*%.

Exatidao

Ambas as metodologias foram comparadas com
o 5° Padrao Internacional de Heparina em relagdo a ele
mesmo e os resultados (100 % ICPO e 99,60 % TTPA)
apontaram como capazes de descrever com exatiddo o
valor da poténcia bioldgica de heparina®*.

Validagao da metodologia TTPA

A analise do coeficiente de correla¢do de Pearson
(r), entre as metodologias ICPO e TTPA (valor 0,65)
indica uma correlagdo moderada entre os ensaios (Figura
3), provavelmente devido a técnica de leitura subjetiva
do ensaio ICPO, comparado a uma leitura automatizada
do ensaio TTPA, que apresenta uma gama maior de
possibilidades de resultados e provavelmente alcancara
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valores maiores se, a partir dos dados deste trabalho, um
numero maior de comparacdes for feito®.

Com base no coeficiente de correlacio de Pearson,
nos valores de % de recuperagdo, do CV e dos calculos
estatisticos ANOVA, Teste de Grubs, Teste t e Teste de
Mann-Whitney, além do medicamento de referéncia
apresentar resultado 100%, o ensaio TTPA apresentou
uma variagdo satisfatéria, de acordo com os padrdes
adotados pela Farmacopeia Brasileira e pela OMS,
podendo ser considerado validado'®'* >,

120
[ ]
115
y =1,5372x - 54,829
R*=0,4188

110 p-value = 0,65
<
& °
& 105

100 °

95

99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109

ICPO
Figura 3. Correlagao dos Resultados ICPO x TTPA

DISCUSSAO

Atualmente, o mercado mundial de heparinas
apresenta um quadro extremamente complexo. A
necessidade de um rigor crescente na andlise das
preparacoes de HNF (sobretudo nos EUA e na Europa)
pode estimular produtores de paises orientais a enviarem
preparagoes de baixa qualidade para paises pouco rigorosos
em relacdo ao controle da qualidade desses produtos
e fatos recentes no cenario mundial relacionados aos
efeitos adversos referentes a utilizagao de heparina foram
atribuidos a contaminacio de suas preparacdes pelo sulfato
de condroitina'-*"%,

A necessidade da implantacdo do TTPA para a
avaliacdo da poténcia de heparinas apresenta uma série de
justificativas. Uma delas é que, além de ser farmacopeico,
este ensaio apresenta a vantagem de ser quantitativo, ou
seja, pode ser realizado em um unico dia, pois a medida
do tempo para a formagdo de coagulos é realizada em
coagulometro, enquanto que o ICPO ¢ qualitativo e leva
em média cinco dias para sua conclusio, por adotar a
observagdo visual e subjetiva da formagao de coagulos.

570

Outro fator importante é que o TTPA é prescrito
pela area médica na determinagdo da dosagem de
heparinas a serem utilizadas nos pacientes, e a maioria
dos laboratdrios fabricantes no Brasil realiza sua avaliacao
da poténcia por meio desse método e nio pelo ICPO
(possivelmente pelos motivos anteriormente citados),
0 que certamente tem levado a divergéncias técnicas e,
consequentemente, a variagoes nos resultados encontrados
nos 6rgaos de vigilancia sanitaria — que utilizam apenas o
ICPO como parametro analitico — sobretudo em situagoes
de amostra inica ou em casos de analise de contraprova.

Os pesquisadores afirmam que as heparinas
sdo comprovadamente seguras para uso clinico, porém
especialistas da area médica relatam reagdes adversas
relacionadas a sua origem. De acordo com Dryjski e
Dryjski*® e Gomes e Braile®, a heparina de origem bovina
¢ mais reatogénica que a suina, evidenciando clara
diferenca em relacdo a seus efeitos adversos, havendo
também a necessidade de reajuste de dose e monitoragao
mais acurada quando da mudanga do produto. Apesar de
nossos resultados analiticos ndo apresentarem diferengas
interensaios significativas, estudos de Robinson e Lewis*’,
Francis et al.”> sugerem que as heparinas fabricadas a
partir de visceras de suinos devem ser a escolha ideal para
utilizagdo em cirurgias com circulagdo extracorporea
(CEC), por serem mais toleradas pelos pacientes
devido a qualidade da matéria-prima. Tal conclusdo,
consequentemente, evitara problemas futuros em relacao
aos eventos adversos diretamente associados as dosagens
das heparinas.

Os parametros de comparagio numérica dos
resultados finais dos ensaios pelo ICPO e TTPA aplicados
foram os testes ¢ de Student e F da analise de varidncia
(ANOVA) (p = 0,27 e p = 0,23, respectivamente), nio
utilizando as prerrogativas estatisticas habituais, pois, como
mencionado anteriormente, suas metodologias sdo nao
paramétricas. Mesmo assim, ao encontrarmos os valores
de p > a (0,05), demonstramos que os resultados obtidos
em cada metodologia ndo sdo estatisticamente distintos.

O teste de hipdtese ndo paramétrico de Mann-
Whitney - aplicado em cada um dos sistemas ICPO
e TTPA - demonstrou que o 5° Padrdo Internacional
de Heparina, a amostra de referéncia, o produtor 3
e o produtor 4 (Tabelas 2, 3, 5 e 6, respectivamente)
apresentaram um p valor maior que 0,05, demonstrando
que 0s ensaios nao sao estatisticamente diferentes.

As amostras dos produtores 2 e 5 (Tabelas 4 e 7,
respectivamente), apesar de satisfazerem os critérios de
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validacdo dos ensaios, apresentaram um p valor menor
que 0,05, demonstrando que os referidos sistemas sdo
estatisticamente diferentes. Esse fato pode ser explicado
pela variagdo de pesos moleculares das amostras
estudadas (originarias de produtores diferentes), como
descrito por Melo et al.'” em 2008. Esses autores afirmam
que o peso molecular das preparacdes de heparina
influencia diretamente no TTPA, e que fra¢des de peso
molecular menores sio menos sensiveis a este ensaio.
Essas observacdes constituem alerta aos profissionais da
area clinica para alteragdes nas doses desse firmaco, em
relagdo aos seus efeitos colaterais.

Em relagdo aos ensaios analiticos, Vaccari et
al.'® relataram, em 2003, que o ICPO fornece resultados
de poténcia significativamente superiores (média de
10%) quando comparados ao TTPA. Nossos resultados
nao reproduziram a conclusao desse estudo ja que, ao
analisarmos os resultados inter-ensaios, observamos que
0s mesmos nao apresentaram diferenga significativa,
pois, ao considerarmos todos os seis ensaios (104,72% e
106,15%, respectivamente), o TTPA apresentou 1,43%
a mais que o ICPO e, quando consideramos apenas
0s quatro ensaios estatisticamente iguais (104,39% e
103,90%, respectivamente), o TTPA apresentou 0,5% a
mais que o ICPO, com a precisdao do TTPA apresentando
um coeficiente de variagdo entre 1,8% a 4,98%, bem maior
que o ICPO (0,1% a 2,0%), possivelmente devido & escala
de leitura do ICPO ser menor (graus de coagulagao) que o
TTPA (tempos de coagulagio).

CONCLUSAO

Em relacdo aos resultados analiticos, o ICPO,
por ser um método qualitativo, apresentou sensibilidade
limitada em comparagdio com o TTPA (método
quantitativo), o que ndo o impede de continuar a ser
utilizado normalmente pelos laboratdrios de controle da
qualidade das HNE

O TTPA é um ensaio mais sensivel que o ICPO
e também pode ser adotado - conforme preconiza a
Farmacopeia Brasileira - pelos laboratdrios de controle,
paraser utilizado paralelamente como parametro analitico.

Quanto a avaliagio da metodologia TTPA, o
ensaio apresentou uma variagao satisfatoria, de acordo
com os padroes adotados pela WHO, e pode ser
considerado validado.

Reforcados pela confianga na analise laboratorial
- ferramenta essencial para a deteccdo de alteragdes

\

da qualidade - relacionadas a avaliacio comparativa
proposta neste trabalho e por meio da utilizagdo de
parémetros estatisticos, demonstramos claramente
que o TTPA é a metodologia mais segura para uso nos
laboratdrios de controle da qualidade.

Consideramos que as HNF com matéria-prima
de qualidade, pureza quimica garantida e isencao de
contaminantes reproduzem resultados equivalentes pelas
duas metodologias.

Entendemos que os resultados deste estudo
fortalecerdo o estabelecimento de uma regulamentagdo
especifica para a analise de preparacdes de heparina por
métodos mais modernos e apropriados.

Observamos a importincia da padronizagdo
dos procedimentos de desenvolvimento de novas
metodologias e de harmonizagio que assegurardo a
qualidade e eficicia clinica das HNE.

Por fim, consideramos que deve ser estimulada aos
fabricantes a melhoria no controle da qualidade da produ¢ao
das heparinas disponibilizadas no mercado, incentivando,
paralelamente, a avaliacdo clinica por meio de critérios
quantitativos das heparinas utilizadas na rede hospitalar e,
principalmente, por meio de agdes da Vigilancia Sanitaria,
com a implementa¢do de um sistema de notificagdo tanto
na rede publica como na rede privada do Brasil.
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RESUMO

No presente estudo foi investigado o impacto dos multiplos ciclos de congelamento e descongelamento
na estabilidade das amostras de soro estocadas a -20 °C quanto a reatividade de anticorpos anti-HIV. As
amostras analisadas foram provenientes de painéis de soros (constituidos de amostras anti-HIV positivo e
negativo), produzidos no Centro de Imunologia — Instituto Adolfo Lutz (IAL), os quais tém sido material
de referéncia para o preparo de amostras do controle de qualidade interno de testes imunodiagndsticos
de HIV/Aids. A avaliagdo da estabilidade dos soros foi efetuada por meio de ELISA/EIA, Western blot
e imunofluorescéncia indireta, em amostras submetidas a 11 consecutivos ciclos de congelamento e
descongelamento, que variaram de 7 a 60 ciclos. Nenhum efeito estatisticamente significante na reatividade
dos anticorpos especificos foi observado. Portanto, o procedimento de congelamento e descongelamento,
em até 60 ciclos, ndo causou efeitos adversos na reatividade das amostras de soro positivas para detec¢do
de anticorpos anti-HIV, sem ocorréncia de reagdes falso-negativas, tampouco de resultados falso-positivos
em amostras negativas para HIV.

Palavras-chave. estabilidade, soro, anticorpos anti-HIV, temperatura, ciclos de congelamento-
descongelamento.

ABSTRACT

The present study investigated the impact of multiple and consecutive freeze-thaw cycles on the reactivity
of anti-HIV antibodies in stored serum samples by using different methodologies for detecting the specific
antibodies. The analyzed sera were part of serum panels (comprised of anti-HIV positive and negative
samples), produced at the Center of Immunology - Instituto Adolfo Lutz, which have been the reference
specimens for producing internal quality assurance sera of HIV/Aids immunodiagnostic assays. After
performing every step of 11 consecutive and multiple freeze-thaw cycles procedure (varying from 7 to 60
cycles), the HIV antibody reactivity in the respective sera was evaluated by means of EIA/ELISA, Western
blot and indirect immunofluorescence methodologies. No statistically significant effect on the specific
antibody reactivity was found in sera after completing the freeze-thaw process up to 60 cycles. Neither
false-negative reactions in HIV antibody positive sera, nor false-positive results in HIV-negative samples
were detected.

Keywords. stability, freezing-thawing cycles, serum, anti-HIV antibody, temperature.
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INTRODUCAO

As amostras de materiais bioldgicos, tais como
soro e plasma, coletadas e analisadas em estudos
epidemioldgicos ou clinicos, sdo habitualmente
armazenadas para serem utilizadas em investigagoes
multiplas por um longo periodo de tempo. Os biobancos,
colegdes organizadas de material bioldgico humano'?, sao
fontes fundamentais de informacdes cientifica e clinica,
e também essenciais para desenvolver pesquisas nas
areas de doengas infecciosas e de produtos vacinais®. O
armazenamento de materiais biologicos e a possibilidade
de resgata-los para fins de pesquisa ou para aprimorar a
assisténcia médica com o desenvolvimento de inova¢des
tecnoldgicas tém grande impacto no ambito da satde
publica’.

O plano de gerenciamento da qualidade para boas
préticas técnicas, nas etapas de transporte, preservacio
e armazenamento de amostras bioldgicas, tem sido
desenvolvido com a finalidade de manter e assegurar
a estabilidade dessas amostras, quando submetidas a
outras analises e procedimentos’.

Os investigadores, que empregam as amostras de
soros armazenadas em biobancos no desenvolvimento de
seus estudos, devem ter conhecimento ndo apenas dos
efeitos do armazenamento por longo prazo, mas também
sobre o impacto que os ciclos multiplos de congelamento
e descongelamento possam ocasionar na estabilidade
do soros®. Embora a necessidade de repetidos ciclos de
congelamento e descongelamento em amostras de soro
possa ser minimizada por meio do armazenamento de
espécimes fracionados em varios recipientes de pequenas
dimensoes, frequentemente é necessario utilizar aquele
determinado soro que ja passou por um ou mais ciclos de
congelamento e descongelamento”®. Quando isso ocorre,
os revisores de protocolos de pesquisa ou de manuscritos
podem questionar a validade da analise de dados obtidos
dessas amostras®.

Em virtude de frequentes e reincidentes ciclos de
congelamento e descongelamento de amostras bioldgicas
poderem causar efeitos adversos na viabilidade do
material, é imprescindivel que sejam desenvolvidos
protocolos que possam assegurar que esse procedimento a
ser aplicado possa sustentar a utilizacdo dessas amostras®.

A estabilidade é essencial para qualquer padrio
bioldgico, e desejavel nos demais produtos bioldgicos™.
Ascondicoes apropriadas de preparo e de armazenamento
de amostra biologica favorecem a estabilidade e a
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obtencdo de resultados fidedignos em ensaios analiticos
e, consequentemente, auxiliam ao clinico no diagndstico
e na decisdo terapéutica'"'%.

Em vista da escassez de dados disponiveis
sobre o efeito adverso que os ciclos de congelamento
e descongelamento dos soros possam causar na
configura¢do e nos constituintes de anticorpos, esta
investigacdo ¢ particularmente relevante na execugdo
de ensaios sensiveis, como os imunoenzimaticos (EIAs),
os quais detectam estruturas proteicas propensas a
desnaturacio. H4, ainda, a preocupacio com a pratica de
repetitivos ciclos de congelamento e descongelamento de
amostras bioldgicas durante as investigacdes cientificas,
uma vez que esse procedimento pode causar eventual
alteragdo dos resultados de um particular ensaio pela
danificacdo fisica e consequente alteracio bioquimica
dos anticorpos de interesse*!> .

A estabilidade de uma molécula proteica
biologicamente ativa depende, em especial, do ambiente
e da exposi¢do as condigbes que possam promover
alteragdes quimicas ou conformacionais. O processo de
congelamento pode influir na estabilidade das proteinas
pelo armazenamento em baixas temperaturas, que leva a
formacgao de gelo com concentragdo de soluto, causada
pela cristalizagao de agua, e consequente mudanga de
pH13,14‘

O conhecimento a respeito da influéncia do
armazenamento por um longo periodo de tempo e
sobre os ciclos de congelamento e descongelamento
em amostras de soro é necessario para cada classe de
anticorpo e tipo de ensaio utilizado, para garantir que
os resultados obtidos em estudos prospectivos sejam
fidedignos®.

A andlise das amostras de soros armazenadas
durante 25anosa-25°Cno Janus Serum Bank (Noruega)'®
nao mostrou diferencas estatisticamente significantes nas
concentragdes de imunoglobulinas IgG e IgE, quando
comparadas aos resultados obtidos anteriormente.
Esse estudo demonstrou a inalterada estabilidade das
imunoglobulinas presentes nos soros armazenados por
um longo periodo de tempo em baixa temperatura, nas
amostras analisadas em diferentes periodos de tempo de
estocagem.

Fipps et al.'” avaliaram o efeito do procedimento
de 20 ciclos consecutivos de congelamento e
descongelamento na reatividade dos anticorpos anti-
HIV em amostras de plasma por meio de ELISA/EIA
e Western blot, e observaram que niao houve perda da
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reatividade de anticorpos especificos nas amostras
analisadas, tampouco a ocorréncia de resultados falso-
positivos em amostras negativas.

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a
estabilidade dos anticorpos anti-HIV em amostras
de soro perante os multiplos ciclos de congelamento
e descongelamento por meio de ensaios soroldgicos
sensiveis e especificos.

MATERIAL E METODOS

As amostras de soro analisadas neste estudo
foram preparadas em fevereiro de 2011 e estabelecidas
como materiais de referéncia para comporem os painéis
de soros, constituidos de amostras anticorpos anti-HIV
positivas e negativas, para serem incluidas nos ensaios
sorologicos especificos como controle de qualidade
interno (CQI HIV). Os soros foram obtidos por meio de
processamento do plasma (bolsa de plasma) empregando-
se técnica de trombinizacao'®".

Antes do fracionamento dos soros em aliquotas,
estes foram homogeneizados durante 120 minutos em
agitador basculante (tipo gangorra). A seguir, as amostras
foram distribuidas (volume 1 mL) em tubos para
congelamento (“criotubos”), os quais foram etiquetados,
numerados e armazenados a -20 °C em caixas para
congelamento.

A composiciao dos painéis de soro foi executada
seguindo-se os procedimentos operacionais padrio
elaborado pelo Laboratério de HIV/Aids — IAL"™ e de
acordo com normas de Boas Préaticas de Laboratério
para realizar fracionamento das amostras em aliquotas
de soro, embalagem e rotulagem do produto®.

A caracterizagdo desses soros quanto a
reatividade para anticorpos anti-HIV foi efetuada pelo
emprego de diferentes conjuntos de testes diagnosticos
ELISA/EIA, Western blot (WB) e imunofluorescéncia
indireta (IFI), utilizados no Laboratério de HIV/
Aids do Centro de Imunologia - IAL (CIM-IAL)
para deteccdo de anticorpos especificos. Os testes
de esterilidade foram realizados nessas amostras em
meios de agar chocolate, agar sangue, caldo BHI, agar
Sabouraud e agar-agar?'.

A enumeracido das amostras de soros negativos
e positivos para anticorpos anti-HIV foi feita de acordo
com a numeragao sequencial ja estabelecida para os lotes
de painéis de soro produzidos no Laboratério de HIV/
Aids - CIM-IAL, e os seguintes lotes foram constituidos:

o dois lotes de soro HIV positivo (soro fortemente
reagente) — identificados pela numeragao 067 e
075;

« dois lotes de soro HIV negativo - identificados
pela numeragédo 063 e 065;

o dois lotes de soros HIV positivos (061 e 067)
diluidos em soros negativos para o preparo do
CQI (soro HIV fracamente reagente — baixo titulo
de anticorpos). A numeragio estabelecida para
estes lotes foi de acordo com os soros positivos
utilizados — CQI 061 e CQI 067.

Para produzir soros HIV fracamente reagentes,
a diluicdo ideal das amostras foi estabelecida conforme
o procedimento preconizado pelo Manual Técnico'®
pertinente ao preparo do CQI HIV positivo nas
metodologias de ELISA/EIA, IFI e WB, seguindo-se a
padronizagdo aplicada no Laboratério de HIV/Aids -
CIM-TAL.

Cada diluicaio da amostra foi testada no
ELISA/EIA - Vironostika HIV Uni-Form II Plus O -
Biomérieux, e a melhor diluigdo a ser empregada como
CQI foi correspondente aquela que apresentou o valor da
densidade optica (DO) na faixa de 1,5 a 4,5 vezes o valor
do cut off (CO) ou ponto de corte do teste'®. Para WB e
IF1, a dilui¢ao ideal definida foi a tltima de uma sequéncia
de diluigdes dos soros em que ainda houve evidéncias de
padroes de reatividade positiva para anticorpos anti-HIV.

Para cada ensaio estabelecido no estudo, foram
selecionados 22 frascos de soro negativo - lote 063, soro
fortemente reagente — lote 075 e soro fracamente reagente
- CQI HIV 061 (diluido a 1:60.000 no ELISA, a 1:100 no
WRB e a 1:4 no ensaio de IFI ); e, ainda, 11 frascos de soro
negativo — lote 065, amostra positiva — lote 067 e CQI
HIV 067 (diluido a 1:20.000 no ELISA, a 1:400 no WB e
a 1:8 no ensaio de IFI).

Para constituir o subconjunto, composto por
22 ou 11 frascos de amostras de soro, foi realizada a
amostragem aleatoria, utilizando-se as ferramentas do
programa Microsoft Office Excel.

Durante o periodo de dois meses, dos 22
frascos de amostras de soro selecionados de cada
lote, 11 amostras foram submetidas ao processo de
congelamento e descongelamento, e os demais 11 frascos
de soro permaneceram armazenados a -20 °C, os quais
foram denominados, respectivamente, como soros
CD e amostras controle (AC). As amostras de soro CD
foram retiradas do freezer e descongeladas totalmente
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a temperatura ambiente durante aproximadamente
60 minutos e, a seguir, congeladas novamente. O
procedimento de congelamento/descongelamento (C/D)
foi repetido até completar o nimero de ciclos previamente
definido: 7-14-21-25-30-35-39-44-50-55-60. Apos o
término de cada ciclo definido de C/D, um dos frascos
de cada lote de soro foi aleatoriamente escolhido para
efetuar a avaliacdo de estabilidade da amostra. Nos dias
de realizacao do ensaio de analise de estabilidade, a AC
foi incluida no mesmo ensaio com os soros CD, para
que fossem testados nas mesmas condi¢oes e, ainda,
para evitar os efeitos de quaisquer variagdes que possam
ocorrer na rotina didria do laboratério.

A estabilidade foi analisada nas amostras
selecionadas em cada ciclo de C/D, avaliando-se a
ocorréncia ou ndo de variacoes de reatividade do analito
(positividade ou negatividade de anticorpos anti-HIV)
por meio de ELISA/EIA - Vironostika HIV Uni-Form
IT Plus O (Biomérieux SA, France), imunofluorescéncia
indireta - IFI HIV-1 (BioManguinhos-FIOCRUZ, Brasil)
e Western blot - Cambridge Biotech HIV-1 (Maxim
Biomedical, Inc, USA), seguindo-se os procedimentos
recomendados pelos fabricantes dos respectivos
conjuntos de reagentes imunodiagnosticos.

No ELISA/EIA, o valor do ponto de corte (cut
off) foi determinado em cada série de testes realizados
e os resultados foram expressos pela razdo entre a
densidade dptica (DO) e o cut off (CO) - DO/CO do
respectivo ensaio, para minimizar os efeitos de variagoes
na metodologia.

Os resultados do ELISA/EIA foram avaliados pela
analise de regressao linear em conjunto com a analise de
varidncia fator unico (One Way ANOVA)*?%, utilizando-
se o programa Microsoft Office Excel.

Para estimar o numero de ciclos de CD, acima
de 60 ciclos, em que a amostra ainda poderia apresentar
auséncia de alteracdo na reatividade dos anticorpos
anti-HIV, foi realizado o intervalo de predi¢ao com 95%
de confianca para as retas de regressdo utilizando-se o
programa STATISTICA, versdo 10.

A andlise de dados foi efetuada por meio do
programa STATISTICA, versao 10 e do Microsoft Office
Excel.

Os resultados no Western blot foram analisados
pela equipe técnica do Laboratorio de HIV/Aids - CIM-
IAL, por meio de classificagdo visual da intensidade das
bandas gp160, gp120, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24 e pl7.
Ademais, a reatividade foi examinada por comparacio
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com a intensidade da banda p24 exibida pelo soro
controle positivo fraco inserido no respectivo conjunto
de reagentes diagnodstico utilizado, e estabelecendo-se
o seguinte critério: (1+) reatividade fraca (intensidade
menor do que p24 do controle); (2+) reatividade igual ou
superior; e (0) na auséncia de bandas'’.

Na IFI-HIV-1, a intensidade de fluorescéncia
foi determinada comparando-se com os resultados
demonstrados pela amostra controle positiva inserida
no conjunto de reagentes e pelo CQI IFI HIV (soro HIV
fracamente reagente), incluido rotineiramente em cada
uma das reagdes IFI HIV-1 realizadas no Laboratério de
HIV/Aids - CIM-IAL. O critério de andlise estabelecido
foi:reatividade (3+) paraintensidade dafluorescénciaigual
ou maior do que a do controle positivo do kit diagnostico;
reatividade (2+) fluorescéncia fraca para intensidade mais
fraca do que a do controle positivo e igual ao do CQI IFI
HIV; reatividade (1+) para fluorescéncia indeterminada,
com intensidade de fluorescéncia mais fraca do que o
CQI IFI HIV; e (0) auséncia de fluorescéncia.

As amostras de soro selecionadas em cada ciclo
de C/D foram analisadas nas trés modalidades de testes
imunodiagnoésticos de detecgao de anticorpos anti-HIV,
acima mencionadas.

RESULTADOS

Como pardmetros de avaliagio dos efeitos
adversos na reatividade de anticorpos anti-HIV nas
amostras submetidas aos multiplos processos de C/D,
esses soros foram previamente caracterizados pelos
mesmos ensaios empregados no estudo de estabilidade.
As caracteristicas de reatividade dos anticorpos anti-HIV
nas seis amostras selecionadas estao descritas na Tabela 1.

As amostras de soro HIV positivo (fortemente
reagente) dos lotes 067 e 075 apresentaram resultados
reagentes acima do valor méximo de detecgao
estabelecido (DO >3,000) no espectrofotometro de
placasde ELISA - Organon Teknika Biomérieux - Reader
230. Por conseguinte, ndo foi exequivel a realizacdo da
analise de regressao. Contudo, para os dados obtidos
em amostras positivas fracamente reagentes (CQI 061 e
067), que demonstraram valores da razao DO/CO entre
1,5 a 4,5 vezes o valor do ponto de corte, a aplicacdo
desse método estatistico foi factivel.

Inicialmente, os resultados foram avaliados
quanto a homogeneidade de varidncias e quanto a
presenca de valores aberrantes (outliers) individuais,
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aplicando-se os testes de Cochran e Grubbs com 95%
de confianca, respectivamente. Constatou-se que o0s
dados provinham de uma distribuicio com variincias
equivalentes (homocedasticas) e ndo foram encontrados
valores aberrantes. Apos verificar, por meio dos graficos
de residuos, que os pressupostos para o uso da regressao
linear foram atendidos, foi realizada a analise de regressao
em conjunto com ANOVA.

Para aplicar a metodologia de analise de regressao
linear nos resultados obtidos no ELISA/FIA, foi elaborada
a tabela contendo os valores médios da razao DO/CO
das triplicatas das amostras AC (armazenadas a -20 °C)
e das amostras CD para cada lote de soro, conforme
apresentados na Tabela 2.

A Tabela 3 mostra os resultados da andlise de
regressdo dos valores médios da razio DO/CO das
triplicatas das amostras submetidas aos 60 ciclos de CD
e das amostras controles, de acordo com o lote de soro.

Nas Figuras 1 e 2, os valores médios (DO/CO)
foram marcados de acordo com os ciclos de congelamento
e descongelamento, e a reta de regressao foi construida
para analisar as tendéncias significativas quanto a
estabilidade dos anticorpos. As inclinacdes observadas
foram testadas quanto a significancia pelo valor-P.

Nas amostras de todos os lotes de soros
analisados, que foram submetidas ao processo de CD
bem como naquelas de controle, o valor-P (Tabela 3) do
coeficiente da inclinagdo da reta de regressdo foi maior
do que 0,05. Portanto, a regressao nao foi significante e
nao apresentou tendéncia. Consequentemente, os valores
médios da razao DO/CO dos soros ndo variaram em
funcdo dos ciclos, e foram considerados estaveis com
nivel de confianca equivalente a 95%.

A comparacido direta dos valores obtidos no
ensaio final das amostras (apos 60 ciclos de CD) em
referéncia aos valores iniciais de DO/CO (Tabela 1)
demonstrou inevidéncia de variagdes na estabilidade dos
soros que pudessem alterar a reatividade de anticorpos
anti-HIV.

De acordo com os intervalos de predicdo da
regressao, com 95% de confianga, o resultado obtido para
o nimero de ciclos em que a amostra de soro poderia ser
submetida sem afetar a reatividade dos anticorpos anti-
HIV seria: 360 (soro negativo 063), 340 (soro negativo
065), 110 (CQI 067) e 88 (CQI 061). Importante ressaltar
que ha necessidade do monitoramento das amostras
durante o periodo estimado para confirmar os dados
estatisticos.

Tabela 1. Reatividade de anticorpos anti-HIV das amostras de soro nos testes imunodiagndsticos de ELISA - Vironostika HIV Uni-Form II Plus
O, Western blot - Cambridge Biotech HIV-1 e IFI HIV-1 - Biomanguinhos/FIOCRUZ

Resultados

Soros lf ;I/%‘:) W blot IFI Interpretagao

063 0,44 0 0 negativo

065 0,42 0 0 negativo

067 15,23 gp160, gp120, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24, p17 * 3+ positivo (fortemente reagente)
075 15,23 gp160, gp120, p66, p55, p51, gp41, p31, p24, pl7 * 3+ positivo (fortemente reagente)
CQI 061 2,40 gpl60(2+), gp120(2+), p66(1+), p51(1+), gp41(2+), p31(1+), p24(1+) 2+ positivo (fracamente reagente)
CQI 067 2,33 gpl60(2+), gpl120(2+), p66(2+), gp41(1+), p24(1+), pl7(1+) 2+ positivo (fracamente reagente)

Wb: (0) auséncia de bandas; (1+) intensidade fraca; (2+) intensidade forte
IFI: (0) sem fluorescéncia, (2+) fluorescéncia reatividade fraca;(3+) fluorescéncia reatividade intensa

* todas as bandas apresentaram intensidade forte (2+)

Tabela 2. Resultados expressos pelo indice DO/CO, no ELISA - Vironostika HIV Uni-Form II Plus O - Biomérieux, calculados pelas médias

dos valores das triplicatas nas amostras de soros AC* e CD

Média das triplicatas (DO/CO)

Lote/Ciclo 7 14 21 25 30 35 39 44 50 55 60

CQI 061 CD 2,391 2,515 2,163 2,501 2,713 2,280 3,222 3,184 3,403 2,577 2,250
CQI 061 AC 2,301 2,452 2,335 2,431 2,627 2,385 3,123 3,137 3,013 2,606 2,536
CQI 067 CD 2,564 2,310 2,722 2,468 2,462 2,191 2,955 2,767 3,233 2,953 2,527
63 AC 0,311 0,266 0,350 0,335 0,291 0,348 0,327 0,325 0,340 0,329 0,310
63 CD 0,335 0,237 0,297 0,298 0,259 0,315 0,314 0,317 0,340 0,351 0,272
65 CD 0,276 0,278 0,325 0,323 0,272 0,292 0,269 0,278 0,340 0,322 0,272

* Resultados nas amostras dos lotes CQI 061 e negativa 063, que permaneceram no freezer a -20 °C
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Tabela 3. Analise de regressdao dos valores médios das triplicatas das amostras de soros CQI 061, CQI 067, 063 e 065 submetidas aos 60 ciclos
de congelamento e descongelamento e dos soros CQI 061 e 063 (amostras controles) armazenados a -20 °C

Estatistica de regressio

CQI CQI CQI
061 AC 061 CD 067 CD
R multiplo 0,54 0,34 0,48
R-Quadrado 0,29 0,12 0,23
Roquadrado o 02 o014
ajustado
Erro padrao 0,28 0,42 0,29
Observacdes 11 11 11
SQ MQ F de significagdo
ANOVA gl CQI CQIro6l CQI CQI CQI CQI CQI CQI CQI
061 AC CD 067CD 061 AC 061CD 067CD 061 AC 061 CD 067 CD
Regressdao 1 0,28 0,22 0,22 0,28 0,22 0,22 0,089 0,300 0,135
Residuo 9 0,70 1,61 0,74 0,08 0,18 0,08
Total 10 0,98 1,83 0,96
Coeficientes Erro padrao valor-P Intervalos de confian¢a 95%
CQI CQI CQI CQI CQI CQI CQI CQI CQI CcQI (00 1 CcQI
061AC 061CD 067CD 061AC 061CD 067CD 061AC 061CD 067 CD 061 AC 061 CD 067 CD
Intersegao 2,2899  2,3549  2,3479 0,1980  0,3005 0,2034 0,000 0,000 0,000 (1,842;2,738)  (1,675;3,034)  (1,887;2,808)
Inclinagao 0,0099 0,0087 0,0087 0,0052 0,0079  0,0053 0,089 0,300 0,135 (-0,002; 0,022)  (-0,009; 0,026)  (-0,003; 0,021)
63AC 63CD 65CD
R multiplo 0,29 0,29 0,15
R-Quadrado 0,09 0,09 0,02
R-quadrado
. -0,02 -0,02 -0,09
ajustado
Erro padrao 0,03 0,04 0,03
Observacdes 11 11 11
SQ MQ F de significagdo
ANOVA 8l 63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65 CD
Regressdo 1 0,0005 0,0011  0,0002  0,0005 0,0011  0,0002 0,381 0,382 0,657
Residuo 9 0,0058 0,0114 0,0069  0,0006 0,0013 0,0008
Total 10 0,0063 0,0125  0,0071
Coeficientes Erro padrao valor-P Intervalos de confianga 95%
63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65CD 063 AC 063 CD 065 CD
Intersegao 0,3060 0,2822 0,2871 0,0180  0,0253 0,0197 0,000 0,000 0,000 (0,265;0,347)  (0,225;0,339)  (0,263; 0,350)
Inclina¢do 0,0004 0,0006 0,0002  0,0005  0,0007 0,0005 0,381 0382 0,657  (-0,001;0,002) (-0,001;0,002) (-0,002;0,001)

No Western blot ndo houve alteracdo de
reatividade quanto aos parimetros de presenca e
intensidade das bandas nas amostras apds os ciclos
de C/D, quando comparados aos padrdes de bandas
detectados na caracterizagdo dos soros (Tabela 1). As
bandas puderam ser claramente observadas nas fitas de
nitrocelulose, mesmo apds os 60 ciclos de procedimento
de C/D. A invariabilidade de reatividade foi também
detectada na IFI quanto aos pardmetros de intensidade
ou auséncia de fluorescéncia, respectivamente, nos
soros anticorpos HIV positivo e negativo apds os 60
ciclos de C/D.
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Os soros negativos para anticorpos anti-HIV
(lotes 063 e 065), incluidos na andlise de estabilidade,
indicaram a auséncia de alteracio de reatividade apds
serem submetidos aos multiplos ciclos de C/D, a qual
foi evidenciada pela ndo ocorréncia de reagoes falso-
positivas nas trés modalidades de ensaios de detecgdo de
anticorpos anti-HIV.

DISCUSSAO

Osbiobancossiorelevantes fontes deinformagio

sobre as caracteristicas bioldgicas, bioquimicas,
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CQI 061 AC: y =2,2899 + 0,0099*x; r = 0,5360; p = 0,0892; r? = 0,2873
CQI 061 CD: y = 2,3549 + 0,0087*; r = 0,3445; p = 0,2996; r> = 0,1187
CQI 067 CD: y = 2,3479 + 0,0087*; r = 0,4799; p = 0,1352; r? = 0,2303

DO/CO

“o. CQI061AC
"= CQl061CD
“e..CQI 067 CD

0 10 20 30 40 50 60 70
ciclos de congelamento e descongelamento

Figura 1. Gréfico da andlise de regressdo dos resultados médios (DO/
CO) das triplicatas das amostras de soros CQI 061 e CQI 067 subme-
tidas aos ciclos de congelamento e descongelamento e do soro CQI
061 armazenado a -20 °C (amostra de soro controle)

Ciclos CD: ciclos de congelamento e descongelamento; AC: amostra
controle que permaneceu a -20 °C; DO/CO: razdo entre a densidade
optica (DO) dividida pelo cut off (CO); r: coeficiente de correlagao

clinicas e cientificas, os quais tém sido empregados
como importante ferramenta no desenvolvimento de
pesquisas clinico-laboratoriais de doengas infecciosas
e de vacinas. Nesse contexto, o controle do processo
pré-analitico ¢ fundamental para os soros estocados,
os quais serdo utilizados em estudos retrospectivos
e prospectivos ou para maximizar a informagdo de
resultado laboratorial.

Embora os sucessivos ciclos de congelamento
e descongelamento das amostras de soro nao tenham
demonstrado evidente alteracio na reatividade de
anticorpos anti-HIV que pudessem causar efeitos
adversos nos resultados, hd véarios outros fatores que
induzem degradagdo das proteinas, como: tempo
de armazenamento, preparo de diluicoes de soros
(concentracdes), amostras com hemolise e contaminagdo
por micro-organismos. Por conseguinte, é recomendavel
armazenar os soros em pequenas aliquotas para evitar
situagdes que possam prejudicar os resultados dos
estudos.

Este estudo foi delineado com o proposito
de investigar a invariabilidade das qualidades fisico-
bioquimicas e da caracteristica de reatividade dos
anticorpos anti-HIV em amostras preparadas para
controle de qualidade interno. Pelo fato desses soros
serem de baixa reatividade positiva, quaisquer altera¢des

063 AC: y = 0,306 +0,0004*x; r=0,2937; p = 0,3807; r* = 0,0863
063 CD: y =0,2822 + 0,0006*x; r = 0,2928; p = 0,3822; r? = 0,0857
065 CD: y =0,2871+0,0002*x; r=0,1512; p = 0,6573; r? = 0,0229

0,5

0,4

DO/CO

0,2

a5 "o 063 AC
"=, 063 CD
. 065 CD

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70
ciclos de congelamento e descongelamento

Figura 2. Grafico da andlise de regressdo dos resultados médios (DO/
CO) das triplicatas das amostras de soros 063 e 065 submetidas aos
60 ciclos de congelamento e descongelamento e do soro 063 (amostra
controle) armazenado a -20 °C

Ciclos CD: ciclos de congelamento e descongelamento; AC: amostra
controle que permaneceu a -20 °C; DO/CO: razdo entre a densidade
optica (DO) dividida pelo cut off (CO); r: coeficiente de correlagao

nos seus componentes sio facilmente percebidas no
resultado final do ensaio. Pelo sistema de testes avaliados
no presente estudo, a reatividade dos anticorpos anti-
HIV foi mantida ao longo dos sucessivos ciclos de
congelamento e descongelamento (no maximo de 60
ciclos), sem ocorréncia de rea¢des falsamente positivas
e negativas. O padrao de estabilidade dos soros quanto
a reatividade de anticorpos anti-HIV permaneceu
inalterado.

A realizacio de testes de detec¢do de anticorpos
anti-HIV ¢é especificamente complexa pelas implicacdes
social e médica causadas perante falso diagndstico
laboratorial. Por conseguinte, é imprescindivel a
inclusdo de amostras de controle de qualidade interno
em cada ensaio soroldgico especifico executado nos
laboratdrios. Para tanto, é crucial a estabilidade dos
constituintes do soro e da reatividade dos anticorpos
especificos nas amostras de controle de qualidade
interno utilizadas.

Nesse contexto, os conjuntos de amostras de
soro utilizados como controle de qualidade interno nos
ensaios sorologicos anti-HIV e pelo monitoramento
dos lotes produzidos e distribuidos aos Laboratérios
inscritos no Programa de Controle Qualidade Interno,
bem como o sistema de uso dessas amostras para tal
objetivo conforme as diretrizes estabelecidas pelo
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manual técnico do TAL, estdo adequados e confidveis
para a finalidade planejada.

CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo demonstrou
que o processo de congelamento e descongelamento
das amostras de soro ndo afetou a estabilidade,
quando foram analisadas por meio de diferentes
metodologias soroldgicas de deteccao de anticorpos
anti-HIV.

Embora nesta investigagdo nao tenham sido
realizados a dosagem de imunoglobulinas e os testes de
diferenca de liga¢ao antigeno-anticorpo, foi evidenciado
por meio dos resultados obtidos nas diferentes
metodologias utilizadas que os ciclos de C/D aplicados
ndo interferiram no desempenho das amostras quanto
a reatividade de anticorpos. Para as amostras de soros
estudadas, ndo houve ocorréncia de reacdes falsamente
negativas e resultados falso-positivos, o que indica
a estabilidade dos soros apds serem submetidos aos
sucessivos e diferentes ciclos de C/D.

Este estudo demonstra a estabilidade dos
anticorpos mesmo apds 60 ciclos de congelamento
e descongelamento desses soros, principalmente na
detecgdo de anticorpos policlonais por meio de ensaios
imunodiagnésticos, embora algumas proteinas tenham
porventura sido degradadas parcialmente. Enfatiza-
se que, neste estudo, foi realizado o procedimento de
ciclos de C/D em numero de vezes (60 ciclos) maior do
que aquele realizado rotineiramente nos laboratérios,
0 que torna possivel o emprego de soros congelados de
biobancos para pesquisas futuras, também o seu uso
como amostras de controle de qualidade interno.

A garantia de qualidade e a confiabilidade
dos resultados em ensaios clinico-laboratoriais tém
sido prioridades em laboratérios de pesquisa e de
diagndstico. A qualidade das amostras constituintes de
painéis de soro para preparacio de material de controle
de qualidade interno esta diretamente associada aos
seguintes fatores: processo pré-analitico da amostra,
mecanismos de degradagdo da amostra durante
armazenamento e metodologias analiticas empregadas
para a andlise. A estabilidade dos anticorpos no soro
em andlise é o pré-requisito para o sucesso de trabalhos
de pesquisa, pois constitui um importante pardmetro
indicativo do grau de conservagdo da amostra e valida
os resultados obtidos.
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RESUMO

Este trabalho analisou a associacdo entre a ocorréncia da leptospirose em equinos de tracdo em dreas
urbanas do municipio de Uberlandia (MG), com os seguintes fatores de risco: presenga de roedores,
contato com outras espécies animais, local de repouso e manejo sanitdrio. A presen¢a ou a auséncia de
anticorpos anti-Leptospira nas 79 amostras de sangue equino foi avaliada pelo teste de soroaglutinagdo
microscopica (SAM) em campo escuro. As informagdes referentes a presenga de roedores, contato com
outras espécies animais, local de repouso e manejo sanitario foram obtidas por meio de questiondrio. As
varidveis avaliadas, por serem do tipo categorico, foram submetidas a analise de correspondéncia multipla.
A taxa de positividade para anticorpo anti-Leptospira foi de 44,30%, e os sorovares mais encontrados
foram: icterohaemorrhagiae (21,51%), hardjo (15,05%) e castellonis (10,75%). A presenga de roedores,
contato com outras espécies animais e auséncia de manejo sanitario apresentaram associagio com a
infecgdo em equinos, e a alta frequéncia de aglutininas anti-Leptospira encontrada no soro sanguineo
demonstra a susceptibilidade destes animais aos sorovares de Leptospira interrogans.

Palavras-chave. Leptospira interrogans, equinos, sorologia, fatores de risco.

ABSTRACT

This study aimed at investigating the association of the occurrence of leptospirosis in horses employed for
traction in urban areas of the city of Uberlandia-MG with the following risk factors: presence of rodents,
contact with other animal species, resting place and sanitary management. The presence or absence of anti-
Leptospira antibody was assessed in 79 horse blood samples by means of the microscopic agglutination
test (MAT) in dark field. Information regarding the presence of rodents, the contact with other animal
species, the resting place, and the sanitary management were obtained by means of a questionnaire. For
being of categorical type, these variables were subjected to the multiple correspondence analysis. The
rate of antibodies anti-Leptospira positivity was 44.30% and the most commonly found serovars were
icterohaemorrhagiae (21.51%), hardjo (15.05%), and castellonis (10.75%). The presence of rodents, the
contact with other animal species and the lack of sanitary management were associated with the horse
infection, and the high frequency of anti-Leptospira agglutinins detected in serum samples from the
analyzed horses showed that these animals are susceptible to the Leptospira interrogans serovars.
Keywords. Leptospira interrogans, horse, serology, risk factors.
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INTRODUCAO

A leptospirose é uma  enfermidade
infectocontagiosa dos animais domésticos, selvagens e do
homem, causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira. Constitui-se da zoonose mais difundida no
mundo, de indiscutivel interesse sanitario, econémico e
social, sendo caracterizada por quadro clinico variavel e,
na maioria dos casos, assintomatica®?.

Possui ~ distribuicao  geografica  cosmopolita,
entretanto, a sua ocorréncia é favorecida pelas condi¢des
climaticas e ambientais existentes nas regides de clima
tropical e subtropical, onde a elevada temperatura e os
periodos do ano com altos indices pluviométricos favorecem
o aparecimento de surtos epidémicos, de caréter estacional®.

Naohatransmissores especiais. Os reservatorios sio
animais domésticos, de maior significado epidemiologico,
e silvestres portadores e convalescentes, que mantém o
agente nos rins. Nos ecossistemas rurais e urbanos, os
principais reservatdrios de leptospiras sao os roedores
sinantrdpicos, por terem capacidade de eliminar bactérias
pela urina por muitos anos*. Sdo susceptiveis todos os
mamiferos domésticos, porém, os suinos e bovinos sio
mais afetados que os equinos, caprinos e ovinos™*®.

Os equinos podem apresentar uma forma
clinicamente nao sintomatica, ou desenvolver uma
forma aguda ou cronica’. A forma aguda, caracterizada
por septicemia, encefalite, hepatite e nefrite é rara®. A
manifestacdo clinica maisfrequente é o comprometimento
do globo ocular com varios graus de conjutivite, ceratite e
uveite, podendo evoluir para cegueira, devido a presenca
de leptospiras no interior do globo ocular’. Abortos,
parto de natimortos, doenca neonatal e morte neonatal
também tém sido verificados'’.

Segundo Santa Rosa', técnicas como exames
microscdpicos, cultivo, inoculagio e pesquisa de
anticorpos podem ser métodos eficientes de diagndstico
das leptospiroses. Embora muitos outros métodos
indiretos venham a ser utilizados no diagnoéstico, a prova
de soroaglutinacao microscépica (SAM) em campo
escuro é a mais realizada, pois tem alta sensibilidade,
além de ser altamente especifica’>. A SAM pode ser
extremamente Util em investigagdes epidemiolégicas,
sendo o método de preferéncia e o mais recomendado
pela Organizagdo Mundial da Saude".

Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivos determinar a ocorréncia da leptospirose em
equinos de tracdo em dreas urbanas de Uberlandia

(MG), utilizando a SAM em campo escuro, e verificar a
associacao entre a taxa de positividade com os fatores de
risco: presenca de roedores, contato com outras espécies
animais, local de repouso e manejo sanitario.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido de abril a julho de 2007,
entre colheitas de sangue e a realizagdo da SAM. Foram
utilizadas amostras de sangue de 79 equinos de tragao em
areas urbanas, provenientes de Uberlandia, que prestavam
servico de frete. Do total de amostras, 16 foram realizadas
no Laboratério de Doengas Infectocontagiosas da
Universidade Federal de Uberlandia e 63, no Laboratorio
de Diagndstico de Leptospirose e Brucelose da Unesp de
Jaboticabal.

O sangue foi colhido assepticamente pelo
sistema Vacutainer, em tubos sem anticoagulante, numa
quantidade de 5 mL. As amostras foram mantidas sob
refrigeraqéo em caixas isotérmicas, com temperatura
em torno de -22 °C, até o momento das analises, sendo
conduzidas aos laboratorios participantes do projeto. Apos
a coagulagao, o sangue foi centrifugado a 2.500 rotagdes
por minuto, durante 10 minutos, para a obtengdo do soro.

A analise das amostras de sangue foi realizada
por meio da SAM, com antigenos vivos. Para isso, foram
utilizados os sorovares: autumnalis, australis, bataviae,
bratislava, canicola, castellonis, cynopteri, grippotyphosa,
hardjo, hebdomadis, icterohaemorrhagiae, panama,
pomona, pyrogenes, tarassovi, sentot e wolffi. As provas
foram executadas de acordo com Santa Rosa''.

As estirpes de Leptospira spp. foram cultivadas em
meio liquido STUART (Difco®), enriquecido com 10% de
soro estéril de coelho, sendo repicadas semanalmente. O
meio utilizado estava isento de anti-Leptospira, livres de
contaminagdo e aglutinagdo, com 100 a 200 leptospiras
por campo.

As amostras de soros foram entdo diluidas
em solucdo tamponada de Sorénsen, inicialmente na
dilui¢do 1:25. Dessa dilui¢do, foram colocadas aliquotas
de 50 ul em microplacas e adicionada igual quantidade de
antigeno, resultando na dilui¢ao de 1:100 para triagem. A
leitura das reagdes foi realizada em microscdpio de campo
escuro, apds a incuba¢do da mistura soro-antigeno por
trés horas em temperatura de 28 °C. O soro considerado
reagente apresentou no minimo 50% de aglutinagao, ou
seja, metade das leptospiras aglutinadas no microscépio
no aumento de 100 vezes'.
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A andlise do perfil epidemioldgico (fatores de
risco) foi obtida por meio de questionario, aplicado ao
proprietario de cada animal. Foram obtidas as seguintes
informacoes: presenca de roedores (ROE: Sim ou Nio),
contato com outras espécies animais (CONT: Sim ou Nio),
local de repouso (LR: a) pasto ou b) terreno) e manejo
sanitario (MAN: Sim ou N&o). As correspondéncias
entre taxa de positividade da leptospirose (LEPT: Sim ou
Niao) com os fatores de risco foram obtidas por analise
de correspondéncia multipla (ACM) utilizando a Matriz
XX (matriz de Burt), onde X é a matriz das informagdes
originais formada por 0 (auséncia) ou 1 (presenga) do
nivel de cada fator de risco e X’ é a transposta de X*°. O teste
qui-quadrado foi aplicado para verificar a significancia
estatistica entre os fatores de risco e a presenca da doenca.

RESULTADOS

Das 79 amostras de soro sanguineo coletadas,
35 (44,3%) apresentaram reagdes positivas para uma ou
mais sorovariedades de leptospiras, com titulos iguais ou
superiores a 1:100.

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo das
sorovariedades de Leptospira interrogans em ordem
descrescente. ~ Os  sorovares icterohaemorrhagiae
(21,51%), hardjo (15,05%) e castellonis (10,75%) foram
encontrados com maior frequéncia, enquanto os
sorovares grippotyphosa e pomona nao reagiram para
nenhuma amostra de soro sanguineo.

Dos animais examinados que tiveram contato com
roedores, 70% reagiram positivamente para leptospirose,
evidenciando associagdo entre presenca de roedores e
soros reagentes para Leptospira interrogans (p < 0,05).
Ficou evidenciada também associa¢do entre ocorréncia
da enfermidade e equinos que mantinham contato com
outras espécies e a auséncia de manejo sanitario (p < 0,05).

A ocorréncia da enfermidade ndo apresentou
associacdo com equinos que convivem em pasto ou em
terreno (p > 0,05). No entanto, a taxa de ocorréncia
foi ligeiramente maior (51,43%) entre os animais que
habitam terrenos, quando comparados aqueles que
frequentam pastos (48,57%).

Essas associagdes foram confirmadas por analise
de correspondéncia multipla ao se considerar a estrutura
multivariada contida nas informagdes. O mapa perceptual
resultante conseguiu reter 57,56% (30,84% na dimensao
1 e 26,62% na dimensao 2) da inércia original (Figura
1). Os valores do qui-quadrado foram expressivos para as
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associagdes: presenca de roedores; contato dos equinos
com outras espécies animais; e a auséncia de manejo
sanitario com a leptospirose. O valor do qui-quadrado
responsavel pela associacido entre local de repouso-pasto
e a enfermidade foi muito baixo e nao significativo pelo
teste univariado qui-quadrado, porém essa associa¢ao
nao pode ser desprezada, conforme se vé na Figura 1.

Tabela 1. Sorovares de Leptospira interrogans em equinos de tragao
em dreas urbanas, examinados pelo teste de soroaglutinagdo micros-
cdpica em campo escuro. Uberlandia, 2007

Sorovares Numero de reagdes® Percentual
icterohaemorrhagiae 20 21,51
hardjo 14 15,05
castellonis 10 10,75
pyrogenes 8 8,6
autumnalis 7 7,53
cynopteri 7 7,53
sentot 7 7,53
wolffi 5 5,39
australis 4 43
panama 4 4,3
bataviae 2 2,15
bratislava 2 2,15
canicola 1 1,07
hebdomadis 1 1,07
tarassovi 1 1,07
grippotyphosa - -
pomona - -
Total 93 100

*Um animal pode reagir positivamente a mais de um sorovar.
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Figura 1. Mapa perceptual resultante da analise de correspondéncia
multipla, contendo a distribuigdo dos fatores de risco e da leptospirose
em equinos utilizados na tragdo urbana em Uberlandia, em 2007
LEPT_S: presenca da leptospirose; LEPT_N: auséncia da leptospi-
rose; ROE_S: presenga de roedores; ROE_N: auséncia de roedores;
CONT_S: contato com outras espécies animais; CONT_N: auséncia
de contato com outras espécies animais; LR _a) local de repouso - pas-
to; LR_b) local de repouso - terreno; MAN_S: presenga de manejo
sanitdrio; MAN_N: auséncia de manejo sanitdrio.
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DISCUSSAO

Contrariamente ao encontrado neste trabalho,
Giorgi et al’, Chiareli et al.'® e Siqueira’ relataram
prevaléncia mais baixa para leptospirose em equinos,
de 4,53% em Sao Paulo, 5,9% em Minas Gerais e de
8% na Bahia, respectivamente. As frequéncias baixas
encontradas nesses estudos podem ser explicadas pelas
melhores condi¢des sanitarias e de manejo a que os
animais eram submetidos.

Resultado mais proximo ao da presente pesquisa
foi obtido por Lilenbaum'’, que descreveu 42,96% de
éguas reagentes para leptospirose no Rio de Janeiro. As
semelhancas se justificam pelas condigdes similares de
exposicao dos equinos as leptospiras, uma vez que, em seu
estudo, Langoni et al.® descreveram prevaléncia (62,54%)
significativamente maior entre animais de trabalho,
quando comparado a animais de esporte (47,10%),
confirmando a importancia das praticas de manejo como
fator de risco na infecgdo por Leptospira interrogans.

Por outro lado, Pellegrin et al.’” no Pantanal,
e Aguiar et al. *° na Amazonia, observaram altas taxas
de infeccdo, 92,6% e 90,7%, respectivamente, fato esse
atribuido as pastagens nessas regides permanecerem
inundadas durante varios meses do ano, associadas a
presenca de diversos portadores da fauna local - condigdo
esta favoravel a manutencao e disseminacdo das leptospiras.

Segundo Barwick et al.!, altos percentuais de
animais positivos poderiam refletir o manejo higiénico-
sanitario deficiente, pois uma das principais fontes de
transmissdo ¢ a urina que contamina o pasto, a dgua e os
alimentos. Além disso, outros fatores estariam associados
a manuten¢do dessa doenga no meio ambiente, como:
a aquisicao de animais infectados; espécies diferentes
criadas em areas comuns; acesso a fontes de agua
contaminadas (riachos, rios, alagamentos); e a presenca
dos hospedeiros de manuten¢do, que poderiam ser
animais domésticos, silvestres ou roedores sinantrépicos.

O sorovar icterohaemorrhagiae foi descrito
como o mais evidente em equinos em diversos estudos
soroepidemioldgicos realizados no Brasil, como de
Lilenbaum'® no Rio de Janeiro; Favero et al.?? em
animais de diversas regides do pais; Langoni et al.® em
Sao Paulo, Goids e Mato Grosso do Sul; e Hashimoto et
al.” no Parand, confirmando resultado encontrado neste
trabalho. Lilenbaum'® atribuiu o grande numero de éguas
positivas a manutencio dessa leptospira em roedores
como principal fonte de contaminagdo para equinos.

A presenca do sorovar hardjo difere dos
resultados encontrados na literatura consultada®!®>24,
Néo era esperado que essa sorovariedade fosse uma das
mais frequentes entre as pesquisadas em equinos, uma vez
que esse sorovar possui os bovinos como hospedeiros de
manutencdo, sendo mais bem adaptada a essa espécie®.
Alta frequéncia de animais positivos para hardjo foi
evidenciada por meio de investigagdes realizadas por
Pellegrin et al.”” e Chiareli et al.', os quais sugeriram que os
bovinos poderiam contaminar o ambiente, transmitindo a
infeccao para os equinos. Os animais, objeto desse estudo,
eram criados soltos, dividindo pastagens e bebedouros
com bovinos, mantendo contato direto ou indireto com
essa espécie, evidéncia que justificaria esse resultado.

Embora a maioria dos autores pesquisados nédo
tenha registrado a sorovariedade castellonis entre as
mais prevalentes, no presente trabalho foi verificado
que 10,75% dos equinos apresentaram positividade
para esse sorovar'>*>?, Hashimoto et al.* descreveram
uma prevaléncia semelhante (10,22%), sugerindo a
participagdo de bovinos na transmissao de Leptospira spp.

A despeito de ter sido observada associa¢do entre
a leptospirose em equinos e a presenca de roedores,
¢ possivel compreendé-la considerando o sorovar
icterohaemorrhagiae como o mais prevalente no presente
estudo. Resultados estes que concordam com os obtidos
por Favero et al.*?, ao atribuirem a alta predominéncia
do sorovar icterohaemorrhagiae a presenca de roedores
sinantrépicos.

A leptospirose é uma doenca dependente de
condigdes favoraveis para a sobrevivéncia do organismo
no meio ambiente, entre elas o numero de animais
portadoresem uma populagido?. Animais que mantiverem
maior contato com outras espécies terdo maiores chances
de se contaminarem, uma vez que todos os mamiferos
domésticos sdo susceptiveis, embora suinos e bovinos
sejam mais afetados que equinos, caprinos e ovinos.
Lobo et al.?® confirmaram os resultados dessa pesquisa
em relacdo ao contato de equinos com outras espécies
animais e a presenca da doenca, quando afirmaram que
os animais domésticos sdo importantes reservatorios para
leptospirose, devendo-se ressaltar ainda a possibilidade
de intertransmissibilidade entre eles'.

A semelhanca encontrada entre as taxas de
ocorréncia de leptospirose em equinos que habitam
terrenos e que frequentam pastos pode ser explicada
pelo manejo higiénico-sanitario deficiente em ambas. O
pasto é uma das principais fontes de transmissdo, quando
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contaminado pela urina, além da dgua e alimento?'. Deve-
se também levar em consideragao a grande capacidade
de sobrevivéncia das leptospiras em locais quentes e
umidos, proporcionado por esses ambientes.

A associagdo entre auséncia de manejo sanitario e
casosdeleptospiroseequinasedeveapraticasinadequadas
de manejo sanitario observadas, além do baixo nivel
de instrugdo dos proprietarios, os quais dispunham de
poucas informagdes sobre essa importante zoonose.
Essa deficiéncia pode ter favorecido a disseminacio da
leptospirose entre esses animais. O baixo indice reagente
a leptospirose, em um estudo realizado por Giorgi et al.’,
foi explicado pelo fato dos animais da pesquisa serem
cercados de cuidados especiais desde o nascimento até
a idade adulta, principalmente na época da reproducio,
permanecendo em ambientes que ensejam menores
possibilidades de contato com leptospiras.

CONCLUSAO

A ocorréncia da leptospirose em equinos
utilizados para tragdo urbana ficou associado aos fatores
de risco: presenca de roedores, contato com outras
espécies animais e auséncia de manejo sanitario.

A alta frequéncia de aglutininas anti-
Leptospira encontrada no soro dos equinos evidencia
a susceptibilidade destes animais aos sorovares de
Leptospira interrogans e a necessidade de conscientizagdo
de carroceiros. Por se tratar de um problema de saude
publica, estudos adicionais devem ser realizados para se
compreender melhor a epidemiologia da leptospirose em
equinos que sio utilizados em trabalhos de tragdo urbana.
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RESUMO

A irradiacdo é uma tecnologia alternativa para preservar alimentos, capaz de aumentar a seguranca
alimentar para o consumidor. Trinta e seis amostras de cortes de perna ou pernil com osso, congeladas
a -18 °C, de seis cordeiros Santa Inés, abatidos em matadouro frigorifico sob inspe¢do estadual, foram
analisadas. Essas amostras foram embaladas a vicuo, sendo 12 amostras controle, 12 tratadas com radia¢ao
gama na dose de 3 kGy e 12 com 5 kGy, e armazenadas em temperatura controlada de 0 a 2 °C. Foram
realizadas contagem de bactérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas e enumeragdo de Enterococcus spp.
nos dias 1, 15 e 30 de estocagem, e medicdo do pH. A andlise estatistica foi efetuada considerando-se
o tratamento e o periodo de estocagem. Os valores da contagem de psicrotroficas e da enumeragéo de
Enterococcus spp. foram maiores nas amostras controle, embora ainda em condi¢des de consumo. Foram
demonstrados valores de pH dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo vigente. O uso de radiagdo foi
eficiente para tornar a carne mais segura e minimizar a proliferagao bacteriana. O efeito da radiagdo nao
foi dose-dependente, e a exposi¢do a radiagdo gama na dose de 3 kGy foi a mais indicada pelas minimas
alteragdes sensoriais no produto.

Palavras-chave. cordeiros, radiacdo gama, andlises microbioldgicas, qualidade da carne.

ABSTRACT

Food irradiation is used as an alternative procedure for preserving food, and to increase the food safety.
Thirty-six samples of frozen vacuum-packed cuts of leg with bone (at -18 °C), from six Santa Inés lambs
slaughtered in a slaughterhouse under state inspection, were used in this experiment. These samples
divided into there groups, being 12 control samples, 12 samples irradiated with 3 kGy and 12 with 5 kGy.
The samples were maintained refrigerated at 0 to 2 °C. The pH measurement, psychrotrophic heterotrophic
aerobic bacteria plate counting and enumeration of Enterococcus spp. were carried out at day one, 15 days
and 30 days of storage. The treatment and the storage period were included for statistical evaluation.
The psychrotrophic counts and the enumeration of Enterococcus spp. showed higher values in control
samples, although still in appropriate conditions for consumption. The range of pH values was within the
established consumption limits. Irradiation was efficient, and this procedure promoted meat safety and
minimized the bacterial growth. The radiation effect was not dose-dependent, therefore, the exposure to
gamma radiation at 3 kGy dose would be the most suitable for minimizing the sensorial alterations of the
product.

Keywords. lamb, irradiation, microbiological analysis, meat quality.
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INTRODUCAO

O ovino foi um dos primeiros animais a serem
domesticados, sendo encontrado em diferentes areas
geograficas do mundo. O ovino da raga Santa Inés é de
origem nordestina, oriunda do cruzamento das ragas
Bergamacia com a Crioula e Morada Nova, de grande
porte e prolifera, bem adaptada aos climas quentes e com
grande potencial para carne e pele’.

Por outro lado, o crescimento do nimero de casos
de doengas transmitidas por alimentos por meio de agentes
etiologicos nos ultimos anos constitui uma preocupagio
das agéncias sanitarias e das industrias de carne. A
irradiacdo ¢ uma tecnologia alternativa para preservagio
de alimentos, sendo adotada mundialmente. A legislacdo
brasileira define irradiacdo de alimentos como o processo
fisico de tratamento que consiste em submeter o alimento,
ja embalado ou a granel, a doses controladas de radiagao
ionizante, com finalidades sanitarias, fitossanitdria e/ou
tecnoldgica’. Doses de 2 a 10 kGy de radiagdo ionizante
na carne suina e de outros animais podem retardar o
crescimento microbiano, levando a um retardamento na
deterioragdo e putrefacio das mesmas. A validade comercial
também pode ser estendida pelo uso concomitante de
irradia¢do e armazenagem sob refrigeracao’.

A quantidade e o tipo de micro-organismos que se
desenvolvem na carne dependem de varios fatores, como
condi¢des de abate, estresse dos animais, eviscera¢ao
correta, entre outros’. Enterococcus spp. surge com
muita importancia em alimentos, devido a sua grande
resisténcia a antimicrobianos, promovendo um aumento
na proliferacao de doengas veiculadas por alimentos, além
de se envolverem em infec¢des hospitalares. Sdo resistentes
a baixas temperaturas (-5 °C), mas sua temperatura
6tima de crescimento estd em torno de 35 °C, o que nio
inviabiliza o seu crescimento a 0 °C°. Em um estudo, foram
isoladas trinta amostras positivas para Enterococcus spp.
em varios produtos, como cama de frango e peru e leite
de vaca, resistentes a varios firmacos. Nas amostras, apos
isolamento com métodos bioquimicos, foram identificadas
25 como Enterococcus gallinarum e 9 como Enterococcus
faecalis, sendo que a maioria foi resistente a vancomicina,
gentamicina, streptomicina, tetraciclina, etc®.

A contagem de bactérias psicrotroficas é muito
importante, pois muitas estirpes sdo responsaveis
pela reducdo da validade comercial de alimentos e,
consequentemente, sua deterioragdo. Micro-organismos
psicrotroficos sdo aqueles capazes de se multiplicar

em alimentos mantidos entre 0 °C e 7 °C, sendo sua
temperatura Otima de multiplicacdo superior a 20
°C'. Entre essas bactérias, encontram-se as espécies
responsaveis pela deterioragdo de alimentos carneos e que,
portanto, apresentam grande importancia na redugao do
prazo comercial de alimentos refrigerados’. Sob condigdes
tropicais, a carne fresca de cordeiros é altamente susceptivel
a contaminacdo microbiana e torna-se imprdpria para
o consumo apds 16 a 18 horas. Quando mantida em
temperaturas entre 0 e 3 °C, a deterioragdo ocorre em poucos
dias, devido a multiplicagdo bacteriana, resultando em
limosidade superficial, descoloragao e odor desagradavel. A
irradiagdo pode reduzir a populagdo bacteriana e aumentar
a validade comercial da carne fresca de ovinos®.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia da exposicao da carne de cordeiro a radiaciao
gama nas doses de 3 kGy e 5kGy, com relagao as mudangas
bacterioldgicas (bactérias psicrotrdficas e Enterococcus
spp.) e alteragdes de pH ocorridas durante sua estocagem
sob refrigeracdo em temperatura controlada de 0-2 °C
por 30 dias.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no periodo de agosto a
setembro de 2008, usando seis cordeiros abatidos aos seis
meses de idade em um matadouro frigorifico sob inspegao
estadual - SIE/RJ-553. Ap6s o resfriamento das carcagas,
as amostras de pernas ou pernis foram removidas e
congeladas por 24 horas. As pegas foram entdo serradas
com serra fita, em porgdes de carne com 0sso na espessura
de 5 a 10 cm, identificadas e embaladas individualmente
a vacuo e acondicionadas em caixas isotérmicas com
gelo e transportadas diretamente para o Laboratoério
de Tecnologia de Carnes e Derivados da Universidade
Federal Fluminense, sendo mantidas a temperatura de
congelamento (-18 °C) até o momento da irradiago.

Foram separados 36 cortes, sendo 12 irradiados
com radiagio Gama na dosagem de 3 kGy e 12 com 5
kGy, na Secdo de Defesa Nuclear do Centro Tecnoldgico
do Exército (CTEx), em Guaratiba (R]), para tratamento
por radiagio gama emitida por uma fonte de ’Cs
(Césin-137). Os 12 cortes restantes foram utilizados como
controle. As amostras irradiadas foram transportadas
em caixas isotérmicas com gelo para o laboratdrio de
Tecnologia de Carnes e Derivados da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, onde
foram armazenadas em geladeira com temperatura
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controlada de 2 °C, visando a realizagdo de analises
bacterioldgicas e de pH.

Inicialmente, foram aplicadas as técnicas de
assepsia com alcool 70% na bancada e nas embalagens
das amostras. Uma aliquota de 25 gramas foi retirada
e homogeneizada por cinco minutos em 225 mL de
Solugéo Salina Peptonada (SSP) a 0,1% em um stomacher,
obtendo a dilui¢ao 10°!. Desse frasco, foram retirados 100
uL, com pipeta esterilizada, e vazados em um ependorft
contendo 900 pL de SSP a 0,1 % - e, assim, obteve-se a
diluicdo 102 A partir desta, repetiu-se o procedimento,
formando as demais dilui¢des decimais 107, 10 e 10~

Para a contagem de bactérias heterotroficas
aerdbias psicrotrdficas’, apds a obtengdo das diluicoes, foi
retirada, com pipeta esterilizada, uma aliquota de 200 pL
das trés ultimas diluigoes (107, 10* e 10”) e vazada 100 pL
em cada placa de Petri, com duplicata para cada dilui¢do
nas amostras controle. Para as amostras irradiadas, foram
utilizadas apenas as duas primeiras diluicoes (10" e 102).
Utilizando a técnica de plaqueamento em profundidade,
foram vertidos nas placas aproximadamente 20 mL de
agar padrdao contagem previamente fundido e mantido
em banho-maria a aproximadamente 49 °C. Logo apds ter
sido vertido o agar, homogeneizava-se o inéculo ao agar
com movimentos circulares sobre a bancada. Assim que o
agar semeado solidificava, as placas eram armazenadas em
geladeira mantida a temperatura de 6 = 1 °C em posi¢ao
invertida e colocadas em incubacio por dez dias. Depois
desse prazo, as placas eram removidas e selecionadas aquelas
que apresentavam entre 25-250 Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) para contagem. O nimero de UFC
contadas foi multiplicado por dez (devido ao uso de 100 pL
em vez de 1 mL para semeadura) e, pelo inverso do fator de
dilui¢do das placas escolhidas, obtinha-se a média das duas
placas, expressando o resultado em log  UFCs/g.

Para a enumeragdo de Enterococcus spp., foi
usada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP), Uma
aliquota de 100 pL de cada diluigdo foi inoculada em trés
séries de trés ependorfes, cada um com 1.000 pL de caldo
Chromocult Merck. Em ato continuo, os ependorfes
foram incubados em estufa microbiolégica a 45 °C por
48 horas. Resultados positivos foram devido a acdo da
azida sodica, que inibiu a microbiota acompanhante e
ao substrato Bromo-4-cloro-3-indol-p-glucuronidase,
que produziu uma coloragido levemente azulada. Os
resultados positivos de cada dilui¢do foram comparados
na Tabela de Mc Crady" e os resultados expressos em
log , NMP/g.
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Para anadlise de pH, apds pesagem de cinco
gramas da amostra em Becker, foi adicionado um volume
de 50 mL de agua recém destilada, homogeneizando com
bastdo de vidro. O pH foi determinado no 1°, 15° e 30°
dias, em potenciometro, com o cuidado de ajustar com
solucoes tampao pH 4,0 e 7,0 antes do uso. Os resultados
foram adotados de acordo com o seguinte critério'":
pH até 6,2 — Carne boa para consumo; pH 6,4 — Carne
para consumo imediato; e pH acima de 6,4 - Inicio de
decomposicio.

Os resultados das andlises bacterioldgicas
(bactérias psicrotroficas e Enterococcus spp.) e de pH
foram tratados usando ANOVA em fatorial 3® (trés
tratamento e trés tempos de estocagem), para testar o
efeito da irradiacdo (tratamento), da estocagem e da
interacdo entre estes. Os resultados que apresentaram
diferencas significativas foram testados pela ANOVA
segundo Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC)
por dose de radiagdo e tempo de estocagem, seguido do
teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade'>.

RESULTADOS

Interpretando-se a Tabela 1, observou-se a
evolugdo dos resultados das contagens de bactérias
heterotréficas aerdbias psicrotréficas em amostras de
perna ou pernil de cordeiros, submetidas a diferentes
doses de radiagdo gama e tempos de estocagem.

Tabela 1. Valores médios das contagens de bactérias heterotroficas
aerdbias psicrotroéficas (log,  UFC/g) das amostras resfriadas de 0-2
°C (controle, irradiada com 3 kGy e irradiada com 5 kGy) de pernas
de seis cordeiros, em fungao do tempo de estocagem (1 dia, 15 dias e
30 dias)

Tempo de estocagem

Tratamento

1 dia 15 dias 30 dias
Controle 4,71 +0,09%4 4,84 + 0,064 4,93 +0,07°4
3 kGy 2,13 +0,35% 2,33 + 0,13 2,86 + 0,218
5 kGy 1,80 + 0,45 2,00 + 0,16 2,31 + 0,05

*Médias na mesma linha, seguidas de diferentes letras mindsculas di-
ferem significativamente em relagdo ao tempo de estocagem (p < 0,05)
4B Médias na mesma coluna, seguidas de diferentes letras maitsculas
diferem significativamente em relagio ao tratamento (p < 0,05)

Verificou-se, na Tabela 2, a evolu¢do dos
resultados de Numero Mais Provavel (NMP) para
Enterococcus spp. em amostras de perna ou pernil de
cordeiros, submetidas a diferentes doses de radiacao
gama e tempos de estocagem.
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Tabela 2. Valores médios da enumeragdo de Enterococcus spp. (log,,
NMP/g) das amostras resfriadas de 0-2 °C (controle, irradiada com 3
kGy e irradiada com 5 kGy) de pernas de seis cordeiros, em fung¢éo do
tempo de estocagem (1 dia, 15 dias e 30 dias)

Tempo de estocagem

Tratamento 1 dia 15 dias 30 dias
Controle 1,70 £ 0,93 1,97 +0,81* 2,33 +£0,734
3 kGy Auséncia® Auséncia® Auséncia®
5 kGy Auséncia®™ Auséncia®™ Auséncia®

*Médias na mesma linha, seguidas de diferentes letras minusculas di-
ferem significativamente em relagao ao tempo de estocagem (p < 0,05)
ABMédias na mesma coluna, seguidas de diferentes letras maiusculas
diferem significativamente em relagao ao tratamento (p < 0,05)

DISCUSSAO

Com relagio a contagem de Dbactérias
heterotroficas aerdbias psicrotroficas, observou-se que
o processo de irradiacdo foi eficiente, pois diminuiu
significativamente (p<0,05) a microbiota presente nas
amostras submetidas as doses de 3 kGy e 5 kGy em relagao
as amostras controle (ndo irradiadas). A maior taxa de
crescimento nas amostras irradiadas provavelmente
deveu-se a menor populagdo e, consequentemente, a
menor competicao entre as bactérias psicrotroficas.
Constatou-se também que as amostras analisadas
possuiam inicialmente uma boa qualidade em funcio
das baixas contagens encontradas em todas as amostras.

Comparando o periodo inicial e final de
estocagem a 0 a 2 °C por 30 dias, a contaminagdo
por bactérias psicrotroficas ndo apresentou aumento
significativo nas amostras irradiadas, corroborando
o efeito preservativo da irradiagdo. Os resultados
obtidos na contagem de bactérias psicrotréficas foram
equivalentes aos encontrados em um estudo” que
permitiu a seus autores atestar a eficiéncia do processo
de irradiagdo, por meio da redugdo significativa de todas
as contagens bacterianas em carne bovina “biltong”
com o uso de radiagdo gama por Cobalto® na dose de
4 kGy. Os mesmos encontraram contagens de bactérias
de até 7,21 log,  UFC/cm* ap6s inoculagio de culturas
de Staphylococcus aureus nas amostras nao irradiadas,
enquanto que, em amostras irradiadas, as contagens nao
ultrapassaram os valores de 0,73 log,, UFC/cm®.

Os resultados do presente trabalho também
corroboram os resultados obtidos em estudos® realizados
em laboratério e que permitiram a seus autores atestar
que a carne de cordeiro irradiada com uma dose minima
de 2,5 kGy e conservada sob refrigera¢ao entre 0 e 3 °C

apresentouvalidade comercial de cerca de quatro semanas,
em relacdo a amostras ndo irradiadas e estocadas sob as
mesmas temperaturas, que apresentaram uma validade
comercial de cerca de duas semanas.

Observou-se também que a reduc¢io nos valores
de Numero Mais Provével para Enterococcus spp.
ocorrida nas amostras irradiadas com 3 kGy e 5 kGy
foi significativa em relacdo ao controle, diminuindo a
microbiota presente nas amostras analisadas, mostrando
aeficiéncia da irradiacdo. Tais resultados sdo semelhantes
aos descritos em estudo'* com amostras de mexilhdes
irradiados, tanto para amostras irradiadas com 3 kGy
como para amostras irradiadas com 5 kGy. E importante
frisar que o resultado encontrado e expresso como
auséncia indica que, na amostra, ndo se encontraram
células capazes de promover a viragem do meio,
modificando a colora¢io do meio de chromochult nos
tubos de eppendorf, caracterizando-as como negativas ou
auséncia. Cabe ressaltar que, no Brasil, ndo ha legislagao
estipulando limites para a presenca de Enterococcus spp.
em alimentos.

Evidenciou-se diferenca significativa em relagao
ao pH nas amostras controle, entre os dias 1° e 30° de
armazenamento, variando entre 5,77 nodia 1°a 5,65 nodia
30°. As amostras irradiadas ndo apresentaram diferenca
significativa de pH em relagdo a amostra controle e entre
si, tanto em relacao ao tempo de estocagem como em
relagdo ao tratamento entre as amostras irradiadas e as
nao irradiadas. Foram observados valores entre 5,77
(dia 1°) e 5,69 (dia 30°) no tratamento com 3 kGy, e
5,78 (dia 1°) e 5,71 (dia 30°) no tratamento com 5 kGy;,
semelhantes aos encontrados em estudo' que permitiu
ao autor atestar que nao houve diferenca significativa no
pH entre amostras irradiadas e nao irradiadas de carne
bovina, suina e ovina. Os valores observados em todos
os tratamentos e periodos de estocagem encontravam-
se dentro dos valores admitidos para o consumo,
considerado os parametros inclusos na legislagao''.

CONCLUSAO

As contagens de bactérias heterotroficas aerobias
psicrotréficas possuiam valores maiores nas amostras
controle, porém ainda dentro de valores adequados para
o consumo. Entretanto, a irradiagdo com 3 kGy e 5 kGy
reduziu em quase dois ciclos logaritmicos a populagdo
de bactérias psicrotroficas, tornando a carne mais segura
para o consumidor. O tratamento por radia¢ao ionizante
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também foi eficiente para a inativacio das bactérias
do género Enterococcus no periodo de estocagem.
Como nao houve diferenca significativa na redugao da
microbiota entre o tratamento com 3 kGy e o tratamento
com 5 kGy, a dose de 3 kGy seria a mais indicada por nao
alterar significativamente as propriedades sensoriais do
produto. Nao houve alteragao significativa de pH devido
a irradia¢do. A carne de cordeiros permaneceu propria
para o consumo durante todo o experimento.
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RESUMO

No presente estudo, foi avaliada a qualidade microbioldgica da dgua consumida pela populagdo na regido
do extremo oeste do estado brasileiro de Santa Catarina. Essa regido é essencialmente agricola, com
atividades de bovinocultura e suinocultura, fatores que podem influenciar na qualidade microbioldgica
da agua - principalmente porque, muitas vezes, esses mananciais nao sio adequadamente protegidos e os
dejetos sdo incorretamente descartados. Foram avaliadas 298 amostras de aguas de diversas propriedades
dessa regido entre os anos de 2007 a 2010. As analises microbiologicas (coliformes totais e termotolerantes)
foram realizadas pela técnica de fermentacdo em tubos mltiplos, conforme a metodologia prescrita pela
APHA (1998), segundo a Instrugdo Normativa 62 de 26 de agosto de 2003, do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento. Das 298 amostras avaliadas, 191 (64,1%) estavam improprias para o consumo
humano, conforme os padroes bacterioldgicos estabelecidos pela portaria 518/2004 do Ministério da
Sauide. Das amostras analisadas, 191 (64,1%) continham coliformes totais e 168 (56,4%) coliformes
totais e termotolerantes. Esses resultados sdo preocupantes, e mostram a necessidade de ferramentas
como a adog¢do de medidas preventivas e o tratamento adequado das aguas comprometidas, para evitar a
ocorréncia de enfermidades de veiculagdo hidrica.

Palavras-chave. coliformes, contaminac¢do, micro-organismos patogénicos.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the microbiological quality of water consumed by the population
in the far western region of the state of Santa Catarina, Brazil. This region is primarily agricultural
with cattle and swine production activities, factors that can influence on the microbiological
water quality, mainly because usually these sources are not adequately protected and the waste are
incorrectly discarded. Two hundred and ninety-eight water samples collected from several area in
this region were evaluated from 2007 to 2010. Microbiological analyzes (total and fecal coliforms)
were performed by means of multiple tube fermentation technique, as prescribed by the APHA
(1998), according to Instruction 62, August 26, 2003 - Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock
and Supply. Of 298 samples, 191 (64.1%) were inappropriate for human consumption, according to
the bacteriological standards established by Decree 518/2004 of the Brazilian Ministry of Health. Of
the analyzed samples, 191 (64.1%) showed total coliforms, and the total and themotolerant coliforms
were detected in 168 (56.4%) samples. These results are worrisome, and indicate that the preventive
measures and adequate water treatment need to be implemented for preventing the occurrence of
waterborne diseases.

Keywords. coliforms, contamination, pathogenic microorganisms.
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INTRODUCAO

O acesso a agua potavel ¢ uma necessidade basica e
essencial para a saude e o bem-estar da populacdo humana'.
Ha muitos anos, o uso de fontes de agua subterraneas rasas
para consumo humano ¢ uma pratica comum de muitas
comunidades de baixa renda em varios paises. No entanto,
um dos maiores problemas de satde publica em todo o
mundo é a contaminagao bacterioldgica da agua’.

Segundo Ashbolt!, a agua utilizada para o
consumo humano, quando contaminada, pode ser causa
de enfermidades diarreicas de natureza infecciosa, o
que torna de fundamental importancia a avaliacdo de
sua qualidade microbiolégica. Estudos epidemioldgicos
demonstram que a ingestdo de aguas que contenham
elevadas concentraces de coliformes aumenta o risco
de contrair doengas gastrointestinais como cdlera, febre
tifoide, diarreia, amebiase, salmonelose e outras®.

A presenca de fezes na agua pode favorecer a
contaminagdo com micro-organismos, que pode ocorrer
por varios mecanismos’. Em dreas rurais, destacam-se o
destino final do esgoto doméstico e industrial em fossas
sépticas, a disposicdo inadequada de residuos sélidos
urbanos e industriais, a utilizagdo de pogos antigos,
inadequadamente vedados e proximos de fontes de
contaminagao, como fossas e areas de pastagem ocupadas
por animais’. Além disso, segundo Conboy e Goss®, a
deposicao didria de residuo organico animal no solo ¢é
também uma pratica muito disseminada no meio rural, que
aumenta o risco de contaminagao das aguas subterraneas.

Outro fator que contribui para contaminagdo
das aguas ¢ a falta de prote¢ao encontrada préximo aos
mananciais, o que evidencia a necessidade de um trabalho
de orientagdo para os consumidores, com o objetivo de
manter sua qualidade microbioldgica’.

A falta de saneamento basico nas areas urbanas e
rurais ¢ uma das principais causas da grande quantidade
de aguas contaminadas no Brasil. Estudos realizados
no extremo oeste de Santa Catarina revelaram que essa
regido apresenta elevada contamina¢do dos mananciais
hidricos®!'. Esse problema é observado principalmente
no meio rural, segundo Silva et al.’, que, em estudo
realizado no interior do municipio de Descanso (SC),
verificaram 98,6% de amostras imprdprias para consumo.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar
a qualidade microbiolégica da agua consumida pela
populacdo do extremo oeste do estado de Santa Catarina.
Embora andlises de agua dessa regido ndo sejam
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realizadas regularmente, a maioria da populagdo acredita
estar bebendo agua de 6tima qualidade, principalmente
por associar caracteristicas como cor e odor a qualidade
microbioldgica da agua.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 298 amostras de aguas
provenientes de diversas propriedades do extremo oeste
do estado de Santa Catarina, Brasil, entre 2007 e 2010.
As amostras foram coletadas assepticamente, mantidas
sob refrigeracao e transportadas para o Laboratoério de
Pesquisa e Diagnodstico em Microbiologia da Universidade
do Oeste de Santa Catarina (UNOESC), Campus de Sao
Miguel do Oeste, para anilise.

Foram realizadas as seguintes analises
microbioldgicas: teste presuntivo para coliformes, teste
confirmatdrio para coliformes totais e teste confirmatorio
para coliformes termotolerantes, pela técnica de tubos
multiplos, conforme a metodologia descrita pela APHA
(1998), segundo Instru¢do Normativa n° 62/2003 do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento'.
Os resultados foram expressos em NMP/100 mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram 191 amostras (64,1%)
improéprias para o consumo humano, conforme os padroes
bacterioldgicos estabelecidos pela Portaria n°518/2004 do
Ministério da Satde'?, que determina auséncia de coliformes
totais e termotolerantes em 100 mL de agua (Tabela 1).
A Tabela 1 também demonstra que o ano de 2007 teve o
maior numero de amostras contaminadas (77,88%).

Tabela 1. Numero de amostras improprias para consumo humano
durante os anos avaliados
2007 2008 2009
88 (77,88%) 34 (54,84%) 54 (63,53%)
Total de amostras impréprias: 191 amostras

2010
15 (38,46%)

A alta quantidade de micro-organismos do grupo
coliformes na dgua de consumo indica a contaminagao fecal
eapossibilidade de micro-organismos patogénicos estarem
presentes nessa agua, que pode desempenhar um papel
intermedidrio na transmissdo de patdgenos responsaveis
por diversas doengas em humanos e animais**.

Das amostras improprias, 168 (56,4%) continham
coliformes totais e termotolerantes (Figura 1). Esses
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resultados corroboram com outras pesquisas realizadas
naregidao'®!!, uma vez que a maioria dos pogos analisados
encontra-se com contaminagdo microbioldgica, o que os
tornam improprios para o consumo humano segundo a
Portarian® 518/2004 (MS). Dentre as pesquisas realizadas,
destacamos aquela realizada por Rohden et al.!, que
observaram dados semelhantes, em 2005, quando 54,7%
das amostras avaliadas estavam impréprias para consumo
humano e, em 2006, esse percentual foi de 56,7%, e a
realizada por Malheiros et al.’?, que demonstraram que
75,94% das amostras de aguas subterrdneas provenientes
de diversas propriedades rurais dessa mesma regido
estavam improprias para o consumo humano. Esses
pesquisadores destacaram que a contaminag¢do ocorreu
tanto nos pocos superficiais (95,2%) quanto em pocos
semiartesianos e profundos (45,3%). Estes demonstraram
a presenca de coliformes totais em 153 amostras (95,03%)
e de coliformes termotolerantes em 114 amostras
(70,81%).

4,10
200 6410%

180 56,40%
160
140
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100

80

N
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40

20
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Coliformes totais

e termotolerantes

Microrganismos

Figura 1. Numero de amostras contaminadas por coliformes totais e
termotolerantes

Os resultados encontrados em nosso estudo
refletem a situagdo de risco em que se encontra a maioria
dos mananciais subterrdneos da regidao do extremo oeste
de Santa Catarina, uma vez que é comum a utilizacao de
agua subterranea, de pogos comunitarios ou particulares,
como principal fonte de abastecimento.

Diversosestudosdemonstram queacontaminagio
de aguas é um problema em diversas regides do pais,
principalmente quando nédo ha tratamento prévio antes
do consumo. Para Xavier et al.", aproximadamente 90%
das amostras de agua utilizadas em comunidades rurais
da cidade de Tuparetama (PE) estavam em desacordo
com a legislagdo vigente' e consideradas improprias para
o consumo humano. Para esses pesquisadores, a elevada
contamina¢do microbioldgica da agua para consumo
pode dever-se a falta de educacdo sanitdria e de um
sistema de esgotamento sanitario adequado.

Esse problema também ¢ verificado em varios
locais do mundo. O estudo de Suthar et al.’ avaliou 86
amostras de agua de pogos, coletadas em dreas rurais
de Rajasthan, India, e verificou que as fontes de agua
estavam severamente contaminadas nessa regido, onde
78% apresentaram coliformes termotolerantes.

Verificamos que a maioria da populacio
normalmente ndo filtra e nem ferve a agua antes de
consumi-la. Malheiros et al.'’, em estudo realizado na
mesma regido, observaram que apenas parte da populagao
filtra (10%) ou ferve (8%) a agua antes de beber, pois
acreditam que, por utilizarem agua proveniente de fontes
ou pogos, estao consumindo uma agua de tima qualidade,
uma vez que associam as caracteristicas visuais (cor, odor e
gosto) como fatores determinantes de potabilidade. Dados
semelhantes foram verificados por Amaral et al.’, para os
quais 100% das pessoas entrevistadas consideraram a agua
de suas propriedades de boa qualidade, o que justificou
a auséncia de qualquer tratamento da dgua previamente
ao consumo e o pequeno nimero de residéncias que
utilizavam filtros. Esse comportamento, segundo esses
pesquisadores, pode estar associado ao consumo da
agua das fontes por longos periodos sem a ocorréncia de
doencas de veiculacio hidrica, somado ao bom aspecto da
agua, que proporciona aos consumidores uma sensagao
de pureza.

Nossos resultados demonstraram que a regiao
do extremo oeste de Santa Catarina enfrenta o problema
de uma alta porcentagem de mananciais contaminados
por micro-organismos. Essa contaminagdo pode
ser atribuida a diversos fatores, destacando a pouca
disponibilidade de agua, a baixa qualidade das fontes,
a inadequada deposi¢do de residuos humanos, animais
e domésticos, a falta de saneamento e de prote¢do das
fontes e as praticas de higiene pessoal inadequadas como
os principais fatores responsaveis pela ma qualidade da
dgua em propriedades rurais*”'°. E importante destacar
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que o consumo dessa agua pode causar sérios problemas
de satde para as pessoas que residem nessas dareas,
especificamente em criancas*, uma vez que doencas
podem ser causadas por micro-organismos patogénicos
transmitidos pela agua e, por essa razdo, é necessario
demonstrar aos consumidores a importancia de algum
processo de desinfeccdo para minimizar o risco de
veiculagdo de enfermidades.

Agdes que visem recuperar e preservar as fontes
de aguas superficiais e manter o padrao de qualidade das
aguas subterrdneas sao imprescindiveis para garantir a
populagao o direito de consumir agua potavel. Portanto,
as autoridades devem tomar medidas preventivas para
fornecer a populagio agua de boa qualidade, tanto
no meio urbano como rural, uma vez que encarregar
os proprios consumidores de controlar a qualidade
da 4agua pode ser um problema, pois possuem pouco
conhecimento quanto aos riscos que o consumo de agua
contaminada pode oferecer a saude’.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente trabalho
demonstram que a agua utilizada nas propriedades
rurais do extremo oeste de Santa Catarina estdo
contaminadas por micro-organismos, uma vez que
64,1% das amostras analisadas estavam imprdprias para
o consumo humano, conforme os padrdes estabelecidos
pela Portaria n° 518/2004 (MS).

Além disso, conclui-se que os resultados
encontrados podem estar associados a falta de saneamento
bésico em dreas urbanas e rurais, pois nao ha tratamento
de esgotos na regido e, na maioria das vezes, 0s mesmos
sdo descartados de forma incorreta, o que pode afetar a
qualidade dos mananciais hidricos.

Desse modo, observa-se que é necessario a
adoc¢do de medidas preventivas, visando a preservacio
das fontes de agua, e o tratamento das aguas ja
comprometidas como ferramentas necessarias para
diminuir consideravelmente o risco de ocorréncia de
enfermidades de veicula¢do hidrica.

Assim, verifica-se que é importante realizar
e manter programas com agdes que visem instruir os
agricultores para que fagam a recuperagdo e protecao
dos pogos e fontes, a fim de evitar que a agua desses
mananciais contribua para a transmissio de doencas
de veiculagdo hidrica e, assim, melhorar a qualidade de
vida das familias, por meio da preservacao dos recursos
hidricos na zona rural.
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RESUMO

O Ectima contagioso, popularmente conhecido como Boqueira, ¢ uma doenga causada pelo virus Orf, que
induz lesdes pustulares agudas na pele de ovinos e caprinos. No presente trabalho, é relatada pela primeira
vez a identificagdo e confirmagao laboratorial do virus Orf em rebanhos caprinos da Bahia. A Agéncia
Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB) relatou a ocorréncia de focos de uma doenga epitelial
nos caprinos das ragas Canindé e Alpina Britanica nas localidades de Barreira e Pedra Alta, no municipio
de Araci. Foram coletadas as amostras das lesdes de crostas labiais do rebanho da localidade de Barreira
e das crostas dos tetos do rebanho de Pedra Alta. Os materiais coletados foram submetidos a extragdo de
DNA e posterior reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para amplificagdo dos genes do virus Orf: ORFV
011 (B2L, 1022 pares de bases [pb]) e ORFV 059 (F1L, 1062 pb). Todas as amostras foram positivas na
reagdo de PCR, confirmando-se a presenca do virus Orf nas lesdes observadas nos rebanhos caprinos das
comunidades de Barreira e Pedra Alta.

Palavras-chave. ectima contagioso, virus Orf, caprinos.

ABSTRACT

The contagious ecthyma is a disease caused by Orf virus, which induces acute skin pustules lesions in
sheep and goats. In Brazil the frequency of Orf virus infection seems to be higher than that officially
reported. This study is the first report on the Orf virus identification and laboratory confirmation in
herds of goats in Bahia. The State Agency of Agriculture Defense of Bahia reported the occurrence of an
epithelial disease in goats of Canindé and British Alpine breeds in the Barreira and Pedra alta localities.
The lesions were characterized by the occurrence of scabs around the labial fold or being restricted to the
udders. The samples from lesions scab were collected from goats labial fold and teats. DNA samples were
extracted from these materials, and analyzed by polymerase chain reaction (PCR), and the genes ORFV
011 (B2L, 1022 base pairs [bp]) and ORFV 059 (F1L, 1062 bp) were amplified. All of the samples showed
positive PCR reaction, confirming the Orf virus infection in the goat herds of Bahia state.

Keywords. contagious ecthyma, Orf virus, goats.
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INTRODUCAO

O Ectima contagioso, popularmente conhecido
como Boqueira, é uma doenga causada pelo virus Orf,
virus epiteliotropico, pertencente a familia Poxviridae,
género Parapoxvirus. Essa virose de distribuicdo mundial se
apresenta com lesoes pustulares agudas na pele de ovinos e
caprinos, jovens ouadultos, e pode causar infecgoes cruzadas
com outras espécies, inclusive o homem (zoonose)'.

Essa doenca de tipo vesicular ¢ de alta morbidade e
baixa mortalidade (até 1%), embora infec¢cdes secundarias
possam elevar a mortalidade em até 10% em animais
estressados ou imunodeprimidos. Inicialmente, as
manifestagdes clinicas se caracterizam por formacio de
pépulas, vesiculas e pustulas, que passam despercebidas.
Depois, formam-se nessas areas crostas que recobrem a
pele. Essas crostas infectadas caem ao secar, e o virus se
mantém viavel no meio ambiente durante meses ou anos>
As lesdes podem ser observadas frequentemente nas
comissuras labiais, disseminando-se posteriormente para
a regido periorbital, perinasal e fossas nasais. Nos casos
graves, sdo observadas também nas gengivas, almofadinha
dental, palato, lingua e esdfago, ou na regido perianal,
vulva, cascos e ubere?. Essa enfermidade é autolimitante e a
maioria dos animais se recupera espontaneamente ap6s um
periodo de uma a quatro semanas, adquirindo imunidade
por dois anos. Essa imunidade é efetiva em controlar a
replicagdo viral local, mas nao previne a reinfecgao’?.

No Brasil, sdo poucas as referéncias acerca do
Ectima contagioso. Entretanto, a frequéncia de infecgdo
nos rebanhos parece ser muito mais alta que o reportado
oficialmente*’. O fato de ser uma infec¢ao que é comumente
tratada com antissépticos (apesar da origem viral), de
baixa mortalidade e sem notificagdo oficial contribui ao
desconhecimento da real incidéncia da enfermidade. Ha
relatos de surtos em rebanhos de ovinos principalmente no
Rio Grande do Sul®, Sao Paulo’ e em caprinos na Paraiba?,
Ceard’ e Pernambuco®. No entanto, até o presente
momento, ndo se tem informagdes de surtos na Bahia,
sendo este o primeiro relato de identifica¢ao e confirmagao
laboratorial do virus Orf em rebanhos de caprinos.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizagao dos focos

No més de novembro de 2011, foram notificados
pela Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da
Bahia (ADAB) focos de lesdes epiteliais superficiais que
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atingiam caprinos das ragas Canindé e Alpina Britanica
em comunidades rurais do municipio de Araci, situado
no Territério do Sisal, semidrido baiano. Ambos os
rebanhos acometidos tinham sido trasladados do
municipio de Jeremoabo para o municipio de Araci,
como parte integrante de um projeto de desenvolvimento
da caprinocultura leiteira em sistemas de condominios.
A partir da notificagdo, foram verificados dois focos nos
condominios de Barreira e Pedra Alta.

Diagnéstico laboratorial

Coleta e processamento das amostras: extracdo de DNA

Foram coletadas amostras de lesdes tipo crosta
da regido da boca e de tetos de quatro animais. As
amostras foram retiradas com bisturi, acondicionadas em
coletores com solucdo tampdo e enviadas ao Laboratdrio
de Virologia do Instituto de Ciéncias da Saude, da UFBA.

O material obtido foi cortado em pequenos
pedacos, colocado em uma solugdo de Tripsina 0,25%
com agitacao mecanica a temperatura ambiente e, depois,
centrifugado durante 5 minutos a 5.000 rpm. O sedimento
celular foi submetido a duas lavagens com uma solugdo
salina tampao e logo coletado para extragao de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada com um kit
comercial segundo as indicagdes do fabricante (Qiagen,
Co, USA).

Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido a reacio de
PCR seguindo o protocolo descrito previamente'' para
amplificagdo da sequéncia completa de dois genes de
proteinas altamente imunogénicas do virus Orf. Foram
utilizados os iniciadores, ou primers, para sequéncia
completa dos genes ORFV 011 (B2L - fragmento de 1.200
pares debases [pb]) e ORFV 059 (FLL - fragmento de 1.062
pb). O ciclo de amplificagdo para ambos casos consistiu
em desnaturagio a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 30
ciclos de 94 °C por 45 segundos e 60 °C por 45 segundos,
seguido de extensao final de 72 °C durante 10 minutos.
A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada
em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio (10
mg/100 mL) e transiluminagdo com luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os focos de Ectima nos caprinos das racas
Canindé e Alpina Britdnica foram observados em dois
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rebanhos distintos e com lesdes em locais anatdmicos
diferentes. No foco do condominio de Barreira, as
lesdes se caracterizavam por crostas labiais em todo
o rebanho, enquanto no foco de Pedra Alta as lesdes
estavam restritas aos tetos das gliandulas mamarias
das cabras e em quase todo o rebanho (Figura 1). As
amostras coletadas da zona dos labios e tetos foram
processadas e resultaram positivas para a amplificaciao
de genes ORFV 011 (BL2) e ORFV 059 (F1L), com
bandas de peso molecular de 1.200 pb e de 1.062 pb,
respectivamente (Figura 2).

k : gk SRR 3
Figura 1. Lesdo na regido bucal causada pelo virus Orf em cabra da
raga Canindé e posterior tratamento com antisséptico local

Regidao Labial Regiao Tetos

—» 1000 pb

—» 750 pb

— 500 pb

1 2 3 4 5

Figura 2. Detec¢do do virus ORF: PCR. DNA de amostras de crostas
provenientes da regido labial e regido dos tetos com amplificagdo po-
sitiva para ORFV 011 (1200 pb) (lineas 1 e 3) e ORFV 059 (1062pb)
(lineas 2 e 4), respectivamente. (5) Marcador de peso molecular de
DNA (Promega, DNA 100 pb)

Os caprinos doentes foram tratados com uma
solucdo de iodo e glicerina, e curaram completamente.
Entretanto, em rebanhos em confinamento, pode ocorrer
uma disseminacdo da doenga, com sérios prejuizos a

produtividade, ou, ocasionalmente, a morte de animais
pela dificuldade para se alimentar.

Um aspecto importante a ser considerado é que,
no rebanho de origem (municipio de Jeremoabo), nao foi
encontrado qualquer sinal indicativo daenfermidade, assim
como os animais ndo tiveram nenhum contato com outros
durante a viagem ou nas localidades de destino. Dessa
forma, é provavel que tenham vindo para o municipio de
Araci portando o virus Orf na forma subclinica. Sugere-se
que a doenca se manifesta em situagdes indicativas de baixa
imunidade por diversas causas, dentre as quais se destacam
o confinamento e o estresse do transporte de longas
distancias. Esses animais foram trasladados do municipio
de Jeremoabo para o municipio de Araci, passando por um
intenso processo de estresse, desde a viagem até o momento
de serem distribuidos as comunidades de Barreira e Pedra
Alta. Além disso, os animais eram criados anteriormente
em regime extensivo e passaram rapidamente a ser
submetidos a uma criagdo em confinamento - justamente
dois fatores importantes predisponentes ao surgimento da
doenca: estresse e confinamento.

Concluindo, este estudo confirma pela primeira
vez que o virus Orf circula nos rebanhos caprinos da
Bahia e que situacdes de manejo, condigdes sanitarias ou
viagens prolongadas podem ser fatores predisponentes
para adquirir a infec¢do ou reinfec¢ao viral.
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RESUMO

Nos tltimos dez anos, a ocorréncia de doengas e de agravos a saude, e mesmo 6bitos, em pacientes
que fizeram uso de medicamentos manipulados reacendeu o debate sobre a qualidade desse tipo de
medicamento no Brasil. O presente estudo efetuou a descri¢do do perfil dos medicamentos alopéticos
manipulados pelas farmdcias comunitdrias existentes na época do estudo, com Autorizagdo Especial
concedida pela Anvisa (Portaria SVS/MS n° 344/98), e localizadas no municipio de Nova Friburgo (R]).
Esta investigacdo foi realizada por meio de pesquisa documental das caracteristicas consideradas relevantes
para o estudo. Foram avaliados os registros do més de novembro de 2006 dos livros de receituario das
farmdcias autorizadas a manipular substéncias sujeitas a controle especial, totalizando-se 12.253 férmulas.
Foram verificadas baixa frequéncia de medicamentos manipulados considerados farmacopeicos (< 1,0%)
e alta frequéncia da forma farmacéutica em capsula (83%); e que a manipulacio destas como monodroga
estava concentrada em 15 farmacos, representando classes terapéuticas de grande importancia clinica,
tais como: antidepressivo, anorexigeno, antipsicotico e anti-hipertensivo. O perfil dos medicamentos
manipulados avaliados poderia representar, em termos de satide publica, potencial risco sanitario quanto
a seguranca e a eficacia.

Palavras-chave. farmacia comunitdria, autoriza¢ao especial, medicamento manipulado, Nova Friburgo.

ABSTRACT

In the last ten years, the occurrence of diseases and health injuries, including deaths, in patients who
had taken medicines prepared in community pharmacies have brought back into notice the quality of
medicines in Brazil. This work analyzed the profile of the allopathic medicines prepared by the community
pharmacies, existing at those time and located in Nova Friburgo city, Rio de Janeiro, by the Special
Authorization granted by the National Health Surveillance Agency - Anvisa (Regulation SVS/MS no.
344/98). This investigation was performed by means of a documental research on the characteristics
considered as relevant to the study. For this purpose, the data recorded in November of 2006 were
evaluated, extracted from the Prescriptions Books of the pharmacies which had been licensed to prepare
the controlled substances. A total of 12,253 formulas were assessed; a low prevalence of officinal formulas
(< 1%) and a high prevalence of medicines in capsules type (83%) were found. The capsules formulations
were composed by only one active component, and they were converged on 15 substances, for preparing
antidepressant, anorexigenic, antipsychotic and antihypertensive drugs. From the public health aspect, the
assessed medicines profile might represent a potential sanitary risk for their safety and efficacy.
Keywords. community pharmacy, special authorization, pharmaceutical compounding, Nova Friburgo.
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INTRODUCAO

Os casos de agravos a saude ocorridos ao longo
dos tltimos dez anos, envolvendo pacientes que fizeram
uso de medicamentos manipulados, despertaram atenciao
sobre a qualidade desse tipo de medicamento no Brasil.

Yanoe Auricchio’relataram casode superdosagem
com digitoxina, onde demonstraram que os resultados
analiticos correspondiam a 565% do teor declarado
no rétulo do medicamento. Yano et al’ descreveram
superdosagem de colchicina, onde a concentragdo era
vinte vezes maior que a dose maxima recomendada.

Estudos que busquem desvendar caracteristicas
importantes desse tipo de medicamento na realidade
brasileira sdo escassos na literatura cientifica. Sendo
assim, o objetivo do presente trabalho foi descrever e
avaliar o perfil dos medicamentos manipulados pelas
farmacias comunitdrias, no que se refere a frequéncia de
caracteristicas consideradas relevantes na avaliacdo dos
potenciais riscos sanitarios desse tipo de medicamento,
em termos de seguranca e eficicia: medicamentos

farmacopeicos, formas farmacéuticas e farmacos
manipulados.
MATERIAL E METODOS

Foi realizado censo das quatro farmadcias
comunitarias localizadas no municipio de Nova Friburgo,
no estado do Rio de Janeiro, devido a este apresentar o
maior numero de farmacias autorizadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) a manipular
farmacos controlados pela Portaria SVS/MS n° 344/98*
(Autorizagao Especial - AE), do universo de municipios
sob a competéncia de fiscalizacdo da Superintendéncia
de Vigilancia Sanitaria da Secretaria de Estado de Satude
(SUVISA/SES), caracterizando o presente estudo como
uma pesquisa documental descritiva.

As farmacias foram codificadas como Farmacias
A,B,CeD.

O Livro de Receituario (LR) das farmacias,
documento oficial cuja abertura, registros de manipulagdo e
encerramento possuem carater compulsoérios, foi utilizado
como fonte de dados. O periodo definido para o estudo
foi 0 més de novembro de 2006, uma vez que os dados
encontravam-se recentemente arquivados e representariam
o perfil dos medicamentos manipulados antes da vigéncia
da Resolu¢ao RDC n° 214/2006°, que atualizara as Boas
Préticas de Manipula¢io em dmbito nacional.
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Para a coleta e consolidagio dos dados, foi
elaborada uma Planilha Eletronica Padronizada utilizando
o programa Microsoft Excel 2002, mediante modifica¢des
de planilha elaborada por Carneiro et al®. A planilha foi
construida com os seguintes campos: a) codigo da farmacia;
b) nimero do LR; ¢) farmaco e dose; d) forma farmacéutica;
e) medicamento farmacopeico; f) firmaco controlado;
g) medicamento como monodroga; e h) especialidade
farmacéutica. O campo h), o qual se referia a existéncia ou
ndo de especialidade farmacéutica no mercado brasileiro
na mesma dose que o medicamento manipulado, nio fez
parte das andlises para elaboracdo do presente estudo.

Apés lancamento na planilha eletronica e analise
dos dados, os resultados foram expressos em numeros
absolutos e percentuais, organizados na forma de tabelas.

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Ftica em Pesquisa do Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC) da Fundagao Oswaldo Cruz
(Fiocruz), por meio do Parecer Consubstanciado n°
034/2009 (Protocolo 0041.0.009.000-09). A autoriza¢ido
para utilizacdo dos dados para fins de pesquisa foi
concedida pela SUVISA/SES, por meio de declaraciao
assinada e datada em 18 de junho de 2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero total de férmulas avaliadas no periodo
do estudo foi de 12.253, com a seguinte distribui¢ao: A)
16%; B) 21%; C) 14%; e D) 49%.

Medicamento farmacopeico

Medicamento farmacopeico foi considerado todo
aquele cuja monografia constasse do Formulario Nacional’,
apresentando, assim, consideravel grau de seguranga e
eficicia - e, consequentemente, menor risco sanitario.

Nao foram identificados na literatura cientifica
trabalhos que tenham investigado a frequéncia de
medicamentos farmacopeicos. A frequéncia nas quatro
farmdcias foi de: a) 0,8%; b) 0,4%; c) 0,2%; e d) 0,1%.

Os  medicamentos ndo  farmacopeicos
(magistrais) pelas caracteristicas comuns a qualquer
produto personalizado necessitam de informagdes
detalhadas de estabilidade, e nao podem ser objeto
de andlises de controle de qualidade destrutivas, tais
como: identificacdo, teor, uniformidade de doses
unitdrias e dissolu¢do. Sendo assim, a alta frequéncia de
medicamentos ndo farmacopeicos representaria maior
risco sanitario, em termos de seguranca e eficacia.
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Forma farmacéutica

A forma farmacéutica capsula apresentou alta
frequéncia em todas as farmacias, como demonstrado na
Tabela 1.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com trabalhos publicados na literatura nacional. Carneiro
et al.®detectaram frequéncia de 81,6% de capsulas.

Na literatura internacional, os resultados
demonstraram perfil diametralmente oposto. Buurma
et al.® identificaram que as capsulas somadas aos pods
representaram menos de 10%.

pontos criticos. A pesagem, a homogeneizacio e o
encapsulamento sdo operacdes fundamentais que
influenciam diretamente a qualidade do produto.
As etapas de pesagem e encapsulamento podem ser
verificadas de forma satisfatoria ao longo do processo
de manipulagdo de cada férmula. Entretanto, a etapa
de homogeneizagdo ndo pode ser verificada de forma
simples. Somente ensaios laboratoriais destrutivos
e muitas vezes complexos (Uniformidade de Doses
Unitarias — Método de Uniformidade de Conteudo)
podem medir a exatidio e a precisdo dessa operagdo®.

Baracat et al’ identificaram que, apesar dos
medicamentos manipulados apresentarem resultados
satisfatdrios para o teste de determinacao de peso (ensaio
nao destrutivo), houve altas taxas de reprovacio no teste
de uniformidade de conteudo (ensaio destrutivo).

A alta frequéncia da forma farmacéutica capsula,
identificada no presente estudo, representaria maior

Os casos de agravos a saude, incluindo dbito,
ocorridos ao longo da ultima década no Brasil com
medicamentos manipulados ndo estéreis envolveram
formas farmacéuticas de uso oral, em particular capsulas
contendo substancias de baixo indice terapéutico®>.

A capsula, forma farmacéutica sélida de uso
oral, apresenta em sua manipulacio uma série de

Tabela 1. Frequéncia das formas farmacéuticas manipuladas pelas Farmacias A, B, C e D — Nova
Friburgo, novembro de 2006

Farmdcia Total manipulado Capsula Logio Creme Outros

A 1.966 1.509 (77%) 159 (8%) 95 (5%) 203 (10%)
B 2.538 2.089 (82%) 123 (5%) 107 (4%) 219 (9%)
C 1.706 1.425 (84%) 58 (3%) 72 (4%) 151 (9%)
D 6.043 5.221 (86,4%) 244 (4%) 184 (3%) 394 (6,5%)
Total 12.253 10.244 (83%) 584 (5%) 458 (4%) 967 (8%)

Tabela 2. Frequéncia dos formacos mais manipulados como capsula/monodroga pelas Farmacias A,
B, C e D - Nova Friburgo, novembro de 2006

Farmaco Farmacia A> Farmacia B> Farmacia C* Farmacia D? Total®
Fluoxetina! 10,8% 6,0% 6,7% 17,0% 12,4%
Omeprazol 11,1% 15,8% 11,1% 9,6% 11,3%
Sinvastatina 9,0% 9,2% 11,4% 4,6% 7,1%
Femproporex' 1,1% 1,8% 1,1% 6,2% 3,8%
Anfepramona! 1,0% 0,7% 1,5% 6,2% 3,6%
Sertralina' 1,4% 1,7% 1,8% 3,6% 2,6%
Alendronato de s6dio 3,9% 2,6% 2,8% 1,9% 2,4%
Losartan? 2,4% 4,1% 2,9% 1,4% 2,3%
Anlodipino? 2,4% 2,7% 4,6% 1,4% 2,2%
Enalapril® 2,4% 3,6% 2,3% 1,3% 2,1%
Paroxetina! 2,1% 0,9% 1,0% 2,7% 2,0%
Ginkgo biloba 3,6% 1,8% 2,5% 1,3% 1,9%
Risperidona’ 0,9% 0,5% 1,2% 2,1% 1,4%
Atenolol? 1,1% 1,9% 2,2% 0,9% 1,3%
Lisinopril? 2,2% 1,3% 2,5% 0,7% 1,3%
Total 55,7% 54,5% 55,8% 60,9% 58,0%
Total Monodroga 1.237 1.647 970 3.915 7.769

! Farmaco constante da Portaria SVS/MS n° 344/98
2 Farmaco utilizado no tratamento da hipertensio
? Percentual calculado em relagdo ao total de monodroga
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risco sanitario em termos de seguranca e eficacia,
principalmente se confrontados com os dados da
literatura internacional.

Farmacos manipulados como capsula/monodroga

Devido a alta frequéncia da forma farmacéutica
capsula e sua importancia em termos de risco sanitario,
decidiu-se investigar quais seriam os farmacos mais
manipulados nessa forma farmacéutica. Foram
identificados 214 farmacos manipulados como
capsula/monodroga. Na Tabela 2, verificamos que os
15 mais manipulados como capsula/monodroga sao
responsaveis, em todas as farmacias, por mais de 50% dos
medicamentos manipulados como monodroga.

E relevante atentarmos para o fato de que, dentre
os 15 farmacos da Tabela 2, seis constam da Portaria
SVS/MS n° 344/98 — como os antidepressivos (fluoxetina,
sertralina e paroxetina), os anorexigenos (femproporex e
anfepramona) e o antipsicético (risperidona) — e cinco
sdo utilizados para o tratamento da hipertensao (losartan,
anlodipino, enalapril, atenolol e lisinopril).

Nossos resultados estio de acordo com
Andrade et al.’?, que detectaram que o femproporex e a
anfepramona foram os farmacos constantes das listas B
da Portaria SVS/MS n® 344/98 mais prescritos e que, da
lista C1, a fluoxetina foi o firmaco mais frequente.

Os dados na literatura internacional sao escassos.
Todavia, podemos citar Buurma et al., que constataram que
osfarmacos mais frequentes eram os de uso em dermatologia
(57%), contrastando com o0s nossos resultados.

No caso particular do nosso estudo, soma-se ao
maior risco inerente a utilizacdo de formas farmacéuticas
de uso oral (cdpsula), comparado as formas farmacéuticas
de uso topico, a manipula¢do de medicamentos contendo
farmacos de classes terapéuticas com agao farmacologica
de grande importancia clinica, representando maior
risco sanitario.

CONCLUSAO

O presente estudo nos permite concluir que os
medicamentos alopaticos ndo estéreis manipulados
pelas farmacias com Autorizagdo Especial no municipio
de Nova Friburgo apresentam como principais
caracteristicas: baixa frequéncia de medicamentos
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farmacopeicos, alta frequéncia da forma farmacéutica
capsula e concentragdo em poucos farmacos de grande
importancia clinica.

O perfil dos medicamentos manipulados descrito
no presente estudo representaria importante risco
sanitario em termos de segurangca e eficacia.

A abordagem adotada no estudo poderia servir
como guia para pesquisas em ambitos mais amplos
(estadual ou nacional), que pudesse contribuir no
planejamento de agdes do poder publico que visassem
diminuir os riscos a saude publica relacionados ao uso
dos medicamentos manipulados no Brasil.
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RESUMO

O processo de comutagdo capsular indica a ac¢do de anticorpos capsulares especificos na adaptagdo
de linhagens de meningococo. Foram empregados diferentes anticorpos para verificar o efeito da
opzonizagdo sobre a transformagdo de Neisseria meningitidis dos sorogrupos C e W135. Essas andlises
mostraram o bloqueio da transformagio pela a¢do de anticorpos capsulares especificos a0 meningococo,
demonstrando assim o efeito bloqueador da a¢do desses componentes sobre o processo de transformagédo
de N. meningitidis. Tal efeito pode estar ligado com o processo de comutagdo capsular e abre novos campos
para exploracdo cientifica.

Palavras-chave. Neisseria meningitidis, transformacédo, opsonizagao, capsula.

ABSTRACT

The capsular switching process indicates the action of specific capsular antibodies on the meningococcal
strains adaptation. Different antibodies were employed for assessing the effect of opsonization on the
transformation of Neisseria meningitidis serogroups C and W135. These analyses showed the blocking
action of the specific capsular antibodies on the meningococcal transformation capacity. Thus, the
blocking effect of these antibodies on N. meningitidis transformation process was demonstrated. This
effect could be involved in the capsular switching process and the found data might open new subjects for
scientific exploration.

Keywords. Neisseria meningitidis, transformation, opsonization, capsule.
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INTRODUCTION

Neisseria meningitidis or meningococci (Mc) is a
Gram negative bacterium that may cause meningitis and
septicemia outbreaks in several regions of the world. As
Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae,
these natural competent bacteria for transformation
by DNA, colonize the upper respiratory tractus in
human. Outer membrane proteins are involved in
DNA uptake'. These proteins recognize and transfer to
cytoplasm DNA fragments containing specific uptake
sequences (US). In H.influenzae the US is composed
of 9bp (’AAGTGCGGT?3’) while in Neisseria the US
is compose of 10bp first reconized in N.gonorrhoeae
(5’ GCCGTCTGAA3’). Furthermore, outer membranes
vesicles (bleb’s) are also described as carrier of DNA in
Neisseria®.

Transformation was involved in capsule switching
in N. meningitides. Capsular switching events are expected
to occur continuously and can be selected by immune
response against a particular capsular polysaccharide®*.
However, the interference of immune response with
transformation efficacy has not yet evaluated. Specific
capsular antibodies are expected to bind to the bacterial
surface and hence the interference in DNA recognition
and uptake. In this work we aimed to explore the action
of the opsonization process on DNA transformation
in N. meningitidis, using different serogroup specific
antibodies.

The strains C2135 its derived KZ1 (serogroup C
strain harbouring pilCl:lacZ:aphA3’) and W135atcc and
its derived W03.01. Bacteria were grown at 37°C under
5% CO2 on chocolate agar. When needed, kanamycin or
erythromycin were added to the medium at 100 pg/mL
and 2 ug/mL, respectively. The disrupted synG mutant
was designed for inactivated synG gene responsible for
the synthesis of the W135 capsular polysaccharide’.

Reciprocal transformations assays of these two
strains were performed in triplicate assays. Bacteria
were first incubated with a rabbit serum directed
against serogroup C or serogroup W135 capsule. After
incubation for 1h at 37 °C, 100 pL of the opsonized
bacterial suspension was mixed with 5 pg of genome
DNA from KZ1 or W03.01 strains. After 5 hours of
incubation at 37 °C 5% CO,, transformants were selected
on chocolate plates supplemented with appropriate
antibiotics. All assays were performed without any
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source of complement. All antibodies did not show any
bactericidal effects under these experimental conditions.

Genomic DNA from strain KZ1 was used
to transform the strain C2135. The frequency
transformation dropped from 2.5 x 10%to 5 x 107 and
5 x 10°® after opsonization with anti-capsular antibodies.
No such a reduction was observed when transformation
was performed in the presence of anti-pilin antibodies.
Both types of antibodies similarly recognized the strain
C2135 (data not shown). Similar results were obtained
when the strain W135atcc was transformed by DNA
from strain W03.01 in the presence or absence of anti
capsular W135 antibodies (data not showed).

We next tested the effect of anti-capsule serum
on the transformation in a co-culture experiment with
KZ1 and W03.01 strains at equivalent concentrations
of 1.10® CFU/mL in BHI broth. We scored the
transformants exhibiting resistance to both kanamycin
and erythromycin in presence of serogroup C or W135
anti-capsule sera at 1/50 and 1/100 dilutions. Our
results showed a drastic reduction in the frequency of
transformation in the presence of either of these sera when
compared to transformation experiment in the absence
of sera (Figure 1). Also, our data indicate the presence
of the capsule does not inhibit the transformation
and the opsonization process was able to inhibit the
transformation. Indeed, the mechanismes of DNA
uptake in Neisseria genus are known in N. gonorrhoeae,
a non-capsulated bacteria whereas many proteins had
been identified as responsible for the uptake system'. The
role of capsule specific antibodies may be relevant after
vaccination to limit DNA transfer in strains tagged by
the vaccination.

Table 1. Strains of Neisseria meningitidis used in this work

Strain Description Reference

C2135 Neisseria meningitidis serogroup C, ~ INCQS -
BIOMERIEUX is derived from KZ1 =~ FIOCRUZ
Derivated from LNP8013 clone 12

KZ1 pilCl:lacZ:aph3’ transcriptional Taha et al.®
fusion

W135 atee Neisseria meningitidis serogroup INCQS -
W135, ATCC35559 FIOCRUZ
Derived from W135 atcc containing

W03.01 the ermAM cassette into Bcll site of ~ This work

synG
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KZ1 not opsonized XW03.01 not opsonized

KZ1 not opsonized 1/50 XW03.01 not opsonized
KZ1 not opsonized 1/100 XW03.01 not opsonized
KZ1 not opsonized XW03.01 opsonized 1/50

KZ1 not opsonized XW03.01 opsonized 1/100

OEECE

Figure 1. Transformation Frequency after co-culture assays
between KZ1 and W03.01. This hystogram show the differences
into transformation frequence submitted to opsonization process
of the meningococcal strains. The strains were opsonized with
rabbit antibodies specific to the serotype C and W135 capsular
polysaccharide.
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Bifenilos policlorados (PCBs) em milho e farinha de milho do estado do Rio
Grande do Sul

Schwanz, TG. Polychlorinated biphenyls (PCBs) in corn and cornflour from Rio Grande do Sul state. 2011. Santa Maria,
RS. [Dissertagio de Mestrado — Area de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria - UFSM]. Orientadora: Ijoni Hilda Costabeber. Co-orientador: Nilo Zanatta.

Devido a alta toxicidade, a produgédo e comercializa¢ao dos bifenilos policlorados (PCBs) estao proibidas em
todo mundo. Esses compostos aromaticos foram utilizados industrialmente desde a década de 1930. Propriedades
fisicas interessantes, como resisténcia a altas temperaturas e correntes elétricas, sio responsaveis pela grande
utilizagdo e produ¢ao mundial dos PCBs. Desta produgao, grande parcela entrou para o ambiente, principalmente
devido ao descarte inadequado de equipamentos eletro-eletronicos, contaminando dgua e solo. Sao compostos
nao biodegradaveis que se acumulam no ambiente, influenciando os organismos da cadeia alimentar. A partir de
estudos realizados, constatou-se seu efeito nocivo no homem, sendo a ingestao através de alimentos contaminados
a principal via de exposi¢do. Sabe-se, pela sua importancia historica na sobrevivéncia humana, que os cereais sdo
essenciais em nossa alimentacao. Dentre os cereais, o milho recebe amplo destaque por ser o mais consumido no
mundo. Diante disso, aliado com a persisténcia dos PCBs e seus efeitos maléficos ao homem, o objetivo do presente
trabalho foi determinar os niveis de PCBs em milho e farinha de milho de diferentes regides do Rio Grande do Sul,
coletados nos anos de 2009 e 2010, correlacionando os niveis destes compostos a regido de coleta, ano de produgao,
teor de gordura e tipo de farinha. A determina¢do dos residuos de PCBs foi realizada por cromatéografo a gas
acoplado a espectrometria de massas (GC-MS), usando modos de ionizagdo por impacto de elétrons e ionizagdo
quimica negativa, apos a extracdo dos compostos através do uso de ultrassom. Foram encontrados valores médios
de 0,01 ng.g! para o PCB 10, 0,04 ng.g" para o PCB 28, 0,10 ng.g"' para o PCB 52, 0,14 ng.g! para o PCB 153, 0,40
ng.g"' para o PCB 138 e 0,38 ng.g"' para o PCB 180. O PCB 138 foi o mais frequente, sendo detectado em 63,57%
das amostras, seguido dos PCBs 180 (58,27%), 52 (41,72%), 153 (41,05%), 28 (20,52%) e 10 (7,28%). Amostras
provenientes das regides nordeste e metropolitana foram as que apresentaram as maiores contaminagdes. Houve
ainda uma diminui¢do das contaminagdes no ano de 2010 quando comparado ao de 2009. Outro fator relevante foi
a maior contamina¢ao encontrada nas farinhas de milho em relagdo ao grao. Esta diferenca se mostrou significativa
para os PCBs 52, 138, 153 e 180. Relativamente as andlises das farinhas, houve diferenca significativa para todos os
congéneres na correlagdo com os percentuais de gordura.

Palavras-chave. bifenilos policlorados, milho, farinha de milho, GC-MS.
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= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

1.3 COMUNICAGOES BREVES: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagao de eventos significativos no campo da pesquisa de interesse em satde publica

e que nao comportam uma analise mais abrangente.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras niao devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (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. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (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 citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e

outros) devem ser evitadas.
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= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (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. APRESENTAGCAO 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: Deacordo comoInternational Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sdo considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente paraa
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, segdo,

servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia financiadora e o respectivo namero do pro-

Cesso.

Apresentagio prévia: Quando baseado em tese ou dissertagao, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de p6s-graduagao e instituigdo onde foi
apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagao.

2.2 PREPARO DO MANUSCRITO:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverdo ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir

objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados e conclusdes.

Palavras-chave/key words: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetdo, extraidos do vocabuldrio Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) da
Bireme (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso nao sejam encontrados descritores adequados para a temdtica do manuscrito, poderao ser indicados termos nao existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:
A) Introdugao: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a
importancia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusoes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a respectiva defini¢do, quando neces-
saria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagio e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentagio, se possivel, de medidas de validade e
conter informagdes sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas empregados, inclusive os métodos
estatisticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas limita¢des. Os critérios
éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrdes éticos e foi aprovada por comité de ética,

indicando o nome do comité de ética, nimero e data do registro.
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C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia légica, iniciando-se com a descrigao dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessarias para argumentagio e a descrigdao dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gréficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nio devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos
devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discussao: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cien-
tifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunica¢ao de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem
servir de apoio as argumentagdes do autor. Tanto as limitagoes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente
hipéteses e generalizagdes baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas

em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora nao preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragdo ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declara¢ao de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também
pode constar desta parte apoio logistico de instituigdes.

2.3 CITAGAO NO TEXTO: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu nimero na listagem, na forma de expoente,
sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que ha citagdo do nome do autor, o nimero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor.
«p

Trabalhos com dois autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso

de autoria maltipla).

Exemplos: Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragdo dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extragdo e determinagdo da GT por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagao
em chama (GC/DIC)>3.

Segundo Chang et al’!, 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugdo da drea de superficie conferindo uma melhora na retengio e estabilidade das
mesmas.

2.4 REFERENCIAS: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. As referéncias devem ser
normalizadasdeacordocomoestiloUniformRequirementsforManuscriptsSubmittedtoBiomedicalJournals:WritingandEditingforBiomedicalPublication,numeradas
consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/

entrez?db=journals. Para consultar periddicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressao latina “et al”. Referéncias de um
mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente.

Exemplos:

Artigos de periddicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislagio e quantifi-
cagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensdo. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2¢ ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001 [acesso 2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://www.
nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:

Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.p.64-76.
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Dissertagoes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagdo de métodos cromatograficos e avaliagdo da estabilidade de vitaminas hidrossoltveis em alimentos [tese de doutora-
do]. Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:
Barboza et al. Descentralizagio das politicas ptblicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de Pés-Graduagdo em Infecgdes e Saude
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da agua. [acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T&db=&doci].

Legislacao:
Brasil. Ministério da Satide. Resolugio RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para Alimentos.
Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE, 10 jan. 2001. Se¢do 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 42 ed. [1° ed. digital].
Sao Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&
Ttemid=7].

Organizacion Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

Patente:
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors: Novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to eletrophysiology of the heart. US patent 5,529,067.
1995 Jun 25.

Casosnao contemplados nesta instrugao devemser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (GrupoVancouver), disponivel em: http://
WWwWw.cmje.org.

Referéncias a documentos niao indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma instituigdo ou a um evento (teses, relatorios
de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevan-

tes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 NUMEROS DE FIGURAS E TABELAS: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos
aceitos pela RIAL. Todos os elementos gréificos ou tabulares apresentados serdo identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um,
e ndo como quadros, graficos 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 ilustracoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas consecutiva-
mente com algarismos ardbicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admiti-
das para publicagdo figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressao, preferencialmente no formato vetorial. No formato JPEG,
a resolugdo minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serao publicadas quando for necessaria a clareza da informagéo e os custos deverdo ser cobertos pelos
autores. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizago, por escrito, para sua reprodugio.

3.DECLARAGOES EDOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade comasdiretrizes doInternational Committee of Medical Journal Editors, sao solicitadosalguns

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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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 afiliagdo 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 esto 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 redacdo 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 gréficas para revisio por correio eletrénico em formato pdf (portable document format). O prazo méximo paraarevisio 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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