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HAART therapy does not reduce the proteinase and phospholipase
secretion by oral Candida albicans isolated from HIV-positive patients

A terapia HAART nao reduz a secrecao de proteinase e fosfolipase por
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ABSTRACT

Production of exoenzymes, specifically the proteinase and phospholipase, is considered one of the most
important of pathogenicity mechanisms of C. albicans, which is crucial for tissue invasion. This study aimed
at evaluating the production of these exoenzymes in 50 oral C. albicans isolates from HIV-positive (HIV+)
patients treated with highly active anti-retroviral therapy (HAART), and from 50 control individuals. For
testing the production of phospholipase and proteinase, the culture media containing egg yolk and bovine
albumin were used, respectively. The results were obtained by measuring the diameter of the colony and
divided by the diameter of colony plus the precipitation zone, defined as Pz. Data were statistically analyzed by
Student’s t test (5%). Statistically significant difference (p = 0.001) was observed between the mean values of Pz
for proteinase in isolates from HIV+ patients (Pz = 0.358+0.295) and from control group (Pz = 0.660+0.370).
The same results were observed for phospholipase production (Pz = 0.399+0.227 for HIV+ group; Pz =
0.635+0.292 control group). Both enzymes were highly produced by C. albicans isolated from HIV+ patients
when compared with those secreted by C. albicans obtained from control group, suggesting that HAART did
not reduce the secretion of these enzymes by this pathogenic fungus infecting HIV+ patients.

Keywords. Candida albicans, HIV, proteinase, phospholipase, oral cavity.

RESUMO

A produgio de proteinase e fosfolipase é considerada como um dos principais mecanismos de patogenicidade
de C. albicans, pois essas enzimas sdo importantes na invasio tecidual. Este estudo avaliou a produgéo dessas
exoenzimas de 50 isolados bucais de C. albicans de pacientes HIV positivos (HIV+), sob tratamento com
terapia antirretroviral altamente ativo (HAART), e dos isolados de 50 individuos controle. Para os testes
de fosfolipase e proteinase, foram empregados meios de cultura contendo, respectivamente, gema de ovo e
albumina bovina. Os resultados foram obtidos pela medida do didmetro da colonia dividida pela somatdria
do didmetro da colonia e do halo de precipitacio, definido como Pz. Os dados foram analisados pelo teste
t de Student. Houve diferenca estatisticamente significante (p = 0001) entre os valores médios de Pz para a
proteinase obtida do grupo HIV+ (Pz = 0,358+0,295) e controle (Pz = 0,660+0,370). O mesmo foi observado
para a produgio de fosfolipase (Pz = 0,399+0,227 grupo HIV+; Pz = 0,635+0,292 controle). Os isolados de
C. albicans provenientes dos pacientes HIV+ apresentaram maior produgio de fosfolipase e proteinase em
relagdo ao controle, o que indicou que a terapia HAART néo reduziu a secre¢do dessas enzimas pelos isolados
dos pacientes HIV +.

Palavras-chave. Candida albicans, HIV, fosfolipase, proteinase, cavidade bucal.
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INTRODUCTION

Candida spp. are commensal members of the normal
oral microbiota, and can be isolated from around 40% of
human healthy population'?. Hence, isolation of Candida
in the oral cavity is no confirming evidence of infection and
must be taken along with clinical indicators'.

The transformation of Candida from its
innocuous into the parasitary form depends on virulence
factors of the microorganism, predisposing factors of
the host, and of the environment, i.e. the presence of
prostheses*.

Candida is the main group related to superficial
and systemic fungi infections’. Oral candidosis occurs
among over 95% of patients with AIDS, being recognized
asan important marker of that disease and its progression,
being a frequent cause of morbidity and mortality in
those patients®?.

Enzymatic activity is considered to be a
pathogenicity mechanism of Candida, as they are
important in tissue invasion. C. albicans secretes
several enzymes such as phospholipase, lipase,
phosphomonoestearases and proteinases*’.

Proteinase is mainly produced by the most
pathogenic species, as C. albicans, C. dubliniensis,
C. tropicalis and C. parapsilosis, that supports the idea that
the secretion of proteinasesis a virulence-related factor® 2
The secreted aspartyl proteinase (SAPs) degrades many
human proteins on thelesion site, as albumin, hemoglobin
and secretory immunoglobulin A (IgA-s). The proteolytic
activity has been associated with tissue invasion®. Naglik
et al."! reported that the expression of Sap-family genes
is related to the co-regulation of other virulence factors,
such as the biofilm formation, adherence, filamentation,
in addition to pervasion, tissue invasion, nutrition and
interaction with the host's immune system functions.
Samaranayakeetal.*reported that C. albicansisolates from
HIV-positive patients showed greater proteinase activity
in rats than isolates from HIV-negative individuals.

Phospholipases act by cleaving the phospholipids,
affecting the stability of the membrane and causing
cell lysis. They seem to be connected to production of
germinative tubes, transition into hyphal forms, and
tissue injury. Phospholipase production is concentrated
on the tips of the hyphae, and the productive activity
is greater when the hypha is in direct contact with the
membrane, what shows that the extra-cell phospholipases
are relevant in tissue invasion from C. albicans '**°.

102

The term anti-retroviral highly active
anti-retroviral therapy (HAART) is used when there
is an association of three or more anti-retroviral drugs
with different mechanisms of action. In the literature,
it is reported that with this form of therapy, the oral
manifestations have decreased, because this practice
promotes inhibition of viral replication, redistribution
and restoration of immunity, resulting in an increase in
CD4 cells counts**®.

Considering that C. albicans is associated
to several facts that demand attention, especially
whenever related to AIDSY, the evaluation of proteinase
and phospholipase production is relevant to express
pathogenicity. This way, the aim of the present study
was two-fold. First, to verify the effect of HAART
therapy on exoenzymes production by Candida albicans
oral isolates. Also, to compare the phospholipase and
proteinase production by C. albicans oral isolates from
HIV-positive patients and control individuals.

MATERIAL AND METHODS

Fifty (n = 50) isolates of C. albicans from HIV-
positive patientsand fifty (n=50) from control individuals,
previouslyisolated from oral rinses. Forty-five individuals
(23 female and 22 male), aged from 22 to 66 years, HIV-
positive diagnosed by ELISA and confirmed by Western-
blot, in treatment at the Day Hospital of Taubaté Medical
School and using a highly active anti-retroviral therapy
for at least one year were included in the study. Regarding
the treatment, it was not possible to evaluate a fixed
therapy protocol for all patients because the treatment
strategy changes according to the CD4 lymphocyte level
and viral load as well as other relevant clinical variables,
such as the occurrence of opportunistic diseases and
adverse reactions to medication.

For the control group, 45 healthy individuals
aged from 23 to 66 years, and with similar conditions
in relation to age, gender, prosthesis use and oral
conditions to the HIV-positive individuals were
selected among the patients under treatment at Sao
José dos Campos Dental School, Sdo Paulo State
University. Patients with diabetes mellitus or other
systemic diseases, pregnant women, smokers, denture
or orthodontic devices users and individuals under
treatment with antimicrobials/antifungals during the
last 60 days that preceded the sampling or with lesions
of oral candidosis were excluded.
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Oral rinses samples were collected from
HIV-positive patients and control individuals in a
previous study'® approved by the Local Ethics Committee
(protocolnumber 012-PH/CEP) (Local Ethics Committee
012-PH/CEP). Phenotypical identification included
germ tube formation in bovine serum, growth in corn
meal-Tween 80 agar, fermentation and assimilation of
carbohydrates'”®. Isolates identified phenotypically as
C. albicans/C. dubliniensis were submitted to molecular
detection of C. dubliniensis. These isolates were analyzed
by polymerase chain reaction (PCR), according to the
methodology proposed by Donnelly et al.*' and Méhnss
et al.??, with modifications. For the present study, only
C. albicans isolates were included.

For the phospholipase and proteinase testings,
culture media containing egg yolk and bovine albumin,
respectively, according to Price et al.*® and Riichel et
al.** were used. First, the samples were plated onto
Sabouraud agar (Difco, Detroit, USA), 24 hours before
the experiment and incubated at 37 °C. After growth,
the samples were inoculated in the culture media for
the testing, by inoculation in five equidistant points. The
plates were incubated at 37 °C for 5 days.

Presence of phospholipase production was
observed by the formation of an opaque area around
the colony (indicating calcium precipitation, so called
precipitation zone), and enzymatic activity was measured
according to Price et al.”’. These authors define Pz as the
colony diameter (dc) divided by the colony diameter plus
the precipitation zone (dp) (Pz = dc/dc+dp). Presence
of proteinase was verified as the formation of a halo
around the colony, and enzymatic activity was measured
as reported also by this author, through the Pz value. Pz
values were classified considering no activity when Pz
= 1.0; positive activity, when 1.0<Pz> 0.64 and strongly
positive, when Pz <0.64. Data were statistically analyzed
by Student’s t test (5%).

RESULTS

There was statistically significant difference
(p=0.001) between mean Pz values for proteinase obtained
for the HIV group (Pz = 0.358+0.295) and control group
(Pz=0.660%0.370). The same was verified about production
of phospholipase (HIV group Pz = 0.399+0.227; control
group Pz = 0.635+0.292) (p = 0.001) (Table 1).

Comparing the mean Pz values for phospholipase
and proteinase enzymes for the control group, the values are

Table 1. Mean values according to the enzymes and studied groups
(HIV and control groups)

HIV Control
Enzyme p-value
Mean + SD Mean = SD
Phospholipase 0.399 £0.227 0.635 £0.292 p =0.001*
Proteinase 0.358 £0.295 0.660 £0.370 p=0.001*

SD = standard deviation

*The table shows the statistically significant difference according to
the enzymes and studied groups (HIV and control groups) by Pz
values mean

o T |
™ T
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T T T T
HIV Control HIV Control

Phospholipase

Figure 1. Comparing the mean Pz values for phospholipase and
proteinase enzymes for the HIV and control groups

Proteinase

closer to the > 0.64 < 1.00 interval, that indicates positive
enzymatic activity. On the other hand, for the HIV group,
the Pz mean figures are lower than 0,64, indicating strongly
positive enzymatic activity for both enzymes (Figure 1).

In the HIV group, for proteinase, 82% of the isolates
were classified as strongly positive enzymatic activity, and
18% negative; in the control group, 48% were strongly
positive, and 52% negative. For phospholipase, in the HIV
group, 70% were strongly positive, 16% positive and 14%
negative. In the control group, 62% were strongly positive
and 38% negative. The Figure 1 shows the mean values of Pz
and standard deviation for each studied group.

DISCUSSION

The development process of an infection depends
on the relationship between microorganism virulence
and the host’s ability in preventing or resisting to the
microbial invasion/colonization®®. Virulence factors
expressed by C. albicans are quite variable and depend
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on the infection type, stage and location, as well as on
the host’s response. C. albicans presents high adaptation
ability in the host organism and this suggests the presence
of virulence factors different from other non-pathogenic
fungi’. A number of potential virulence factors have been
reported, as adherence factors, formation of germ tubes,
hyphae/pseudohyphae production and extracellular
proteolitic activity*'>**?. Phospholipase can play an
important role in host’s tissue invasion in candidosis
lesions, breaking the lipid membrane of epithelial cells
and facilitating the hyphae penetration into cytoplasm.
Proteinase production increases the ability of the fungus
in colonizing and penetrating the host tissue, destroying a
number of proteins that are relevant for the host’s defence,
such as immunoglobulins, complement and cytokynes?¥.

The enzymatic production of Candida spp.
isolated from several anatomical locations was evaluated
by Kantarcioglu e Yiicel”’, who reported 78.9% enzymatic
activity for proteinase and 62.1% for phospholipase in the
studied isolates. A total of 93.3% of C. albicans isolates
produced phospholipase and 95% produced proteinase.
In the present study, 82% of the isolates from HIV-positive
patients and 48% from control individuals produced
proteinase. Phospholipase activity was observed in 86%
of the isolates from HIV group and 62% from the control
group. In a study including children with AIDS", the
authors reported that C. albicans oral isolates showed
higher proteinase and phospholipase production when
compared to control group.

Ribeiro et al.?® analyzed C. albicans isolates
from Down’s syndrome children and verified that 96%
of the samples produced phospholipase, while 80% of
the samples from the control group were positive to
the same enzyme. Candido et al.* analyzed 79 clinical
Candida oralisolates from patients with clinical evidence
of oral candidosis and verified that 83.3% and 66.7%,
respectively, produced phospholipase and proteinase
enzymes. The same authors analyzed patients without
clinical indicators of oral candidosis and verified that
71.9% of isolates were positive for phospholipase and
68.7% for proteinase. Koga-Ito et al.?® reported higher
production of proteinase by C. albicans isolated from
patients with oral candidosis when compared to isolates
from control individuals. For phospholipase enzyme
production, no statistically significant between the
studied groups were detected.

Upon introduction of highly active anti-retroviral
therapy (HAART) including protease HIV inhibitor, a
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significant reduction of fungal infections incidence in HIV-
positive patients has been reported's*. Previous studies
reported that protease-inhibitors drugs showed anti-
Candida activity as they are able to inhibit proteinases of
the fungi by cross-reaction®'¢***, Ribeiro et al.** observed
higher production of exoenzymes in oral and vaginal
samples of HIV-positive women. However, when isolates
from HAART-using patients with protease inhibitors were
analyzed, lower levels of proteinase were produced. The
levels reported by these authors were similar to those found
for the isolates from the control group in our study.

The fact that anti-retroviral agents may reduce
exoenzyme production was not confirmed in this study.
The same results were verified in previous study’, that
demonstrated proteinase and phospholipase production
were strongly positive in the AIDS group when compared
to the control group. As the production of these
exoenzymes suggests increased pathogenicity of these
isolates, great attention should be given for these results.
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ABSTRACT

Rabies virus cryopreservation has been succinctly described in the scientific literature. The major researches
about viral conservation emphasize the rabies diagnosis in decomposed samples. For now few information
has been available concerning the use of cryoprotectants for rabies virus cryopreservation. This study aimed at
assessing the viability of rabies virus after freezing/thawing procedures and investigating the effect of different
concentrations of dimethyl sulphoxide (DMSO), glycerol (GLY), polyethyleneglycol (PEG) and sucrose (SUC)
on rabies virus cryopreservation. Virus viability was assessed by virus isolation based on mouse inoculation
test, titration and immunofluorescent antibody assay before and after 30 days of freezing procedures. The
rabies virus samples after being exposed to cryopreservation without adding a cryoprotectant, its viability
showed to be lower than that observed in samples exposed to other treatments. After 30 days of freezing
procedure, the viability of cryopreserved samples using DMSO, GLY or PEG was lower than that observed
in fresh samples. In addition, the use of sucrose at 10% or 68% concentrations induced positive effects on the
viral particles viability after a short-term cryopreservation.

Keywords. challenge virus standard, rabies virus, cryoprotective agents, cryopreservation.

RESUMO

A criopreservagdo de virus da raiva tem sido descrita de forma sucinta na literatura cientifica. Até o presente,
poucas informagdes encontram-se disponiveis sobre o uso de agentes crioprotetores na conservagio a
frio de virus da raiva. O objetivo deste trabalho foi de analisar a viabilidade de virus da raiva expostos aos
procedimentos de congelagdo/descongelagdo e de avaliar o efeito do dimetilsulféxido (DMSO), do glicerol
(GLI), do polietilenoglicol (PEG) e da sacarose (SAC), em diferentes concentragdes, na criopreservagao de
virus da raiva. A viabilidade viral foi testada por meio de isolamento viral utilizando-se testes de inoculagdo
em camundongos, titulagdo viral e imunofluorescéncia direta antes e 30 dias apds terem sido instituidos os
protocolos de congelagdo. A viabilidade das amostras de virus da raiva apds criopreserva¢do na auséncia de
agentes crioprotetores foi inferior aquela observada em outros tratamentos. Apos 30 dias de congelagio, a
viabilidade das amostras criopreservadas com adi¢do de DMSO, GLI e PEG foi mais baixa do que a observada
em amostras frescas. Adicionalmente, o uso da sacarose nas concentragdes de 10% ou 68% induziu efeitos
positivos na viabilidade das particulas virais apds criopreservagio a curto prazo.

Palavras-chave. challenge virus standard, virus da raiva, crioprotetores, criopreservagio.
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INTRODUCTION

The natural course of a life cycle dictates that
biological materials will decay and die. The structure
and function of the known organisms change and will be
lost with time. Attempts to stop the biological clock have
been chased by ancient and contemporaneous minds. At
the center of many such schemes have been experiments
with temperature and water content. Thereby, the
development of cooling technologies provide a means of
slowing the rate of deterioration of perishable goods and
the use of much lower temperatures has offered a means
of storing organisms in a state of suspended animation
for extended, even indefinite, periods’.

Cryopreservation means that materials are
stored at low (from -20 to -80 °C in freezers) or ultra-
low temperatures (-150 °C in liquid nitrogen containers);
more recently, cryopreservation takes place in the liquid
or in the vapor phase of nitrogen. However, the major
drawback of cryopreservation consists in severe damage
of the cells exposed to freezing. The cryoinjury is a lethal
event, produced by the formation of intracellular ice, on
the efflux of water outside the cell, and on an increase
in the concentration of intracellular salts in the solution.
The most critical range occurs between +15 and 0 °C,
while minor events occur at temperatures below 0 °C,
although thermal shock can occur between 0 °C and
-80 °C. So, the modern era of cryobiology started with the
discovery that some substances might protect eukaryotic
cells against freeze damage; after this initial observation,
several cryoprotectants agents were discovered and are
now widely used**.

Cryoprotective additives may provide protection
by being intracellular (penetrating agents) or extracellular
(nonpenetrating agents). Penetrating agents create the
environment for the reduction of cell water content at low
temperatures, they bind intracellular water colligatively
which prevents excessive dehydration, reduces salt
toxicity and prevents the formation of large ice crystals
within the cell and hyperosmotic injury. On the other
way, nonpenetrating agents may promote osmotic efflux
of cell water during the cooling process, reducing the
intracellular ice formation®.

In virology, a range of procedures exists for
maintaining virus stocks and these depend to some
extent on the peculiar properties of the particular viruses.
They are noncellular structures, much smaller and less
biochemically complex than the simplest unicellular

organisms. This relative simplicity, diminutive size and
the absence of free water are largely responsible for the
stability of viruses in diverse temperatures and their fairly
easy preservation. Many viruses can be kept for months at
refrigerator temperatures and stored for years at very low
temperatures without the need for special preservatives or
carefully regulated slow freezing techniques. Nevertheless,
RNA viruses are less stable than DNA viruses and those
with lipid envelopes, like rabies virus, are often less stable
than non-enveloped viruses at ambient temperatures*.

For the last century, rabies virus has been
studied in many research institutes around the world
due to its crucial importance in public health. However,
its cryopreservation has been briefly described in the
scientific literature. In cases where the sample is required
only as an antigen for routine diagnostic and the retention
of virus infectivity is not essential, the virus samples can
be stored without loss of antigenic activity, even though
the infectivity might be significantly reduced*.

On the other hand, in many research situations
there is only a small window of opportunity after which
the study subject may no longer be available or conditions
may have changed. Thus, these precious samples must
be handled and stored carefully; allowing archiving of
material, repeated experiments from the same specimen
source and, by allowing distribution of stored samples,
facilitates research collaboration. Storage or banking of
the samples is, in itself, a central issue especially for long-
term studies and for sample use in new studies in the
future. Storage can affect the quality of the samples and
determines whether their future use is possible’.

The infectivity of many viruses decrease during
transport and storage, resulting in isolation failures from
clinical specimens and diminished titers in virus stocks.
This phenomenon occurs more rapidly at 20 °C and 4 °C
than at ultralow temperatures. Since the former requires
equipment that is not commonly found in most clinical
and diagnostic laboratories, many virologists find it
useful combining infected samples with a cryoprotectant
agent. Glycerol, dimethyl sulphoxide, albumin, balanced
salt solutions plus gelatin, animal sera, skim milk,
polyethyleneglycol, sucrose and sorbitol are among the
more commonly used cryoprotectants®.

Until now little information is available
concerning the cryopreservation of rabies virus and the
use of cryoprotectant agents in such samples. Thus, the
aim of this work was to evaluate the viability of rabies
virus after freezing/thawing procedures and assess the
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effect of dimethyl sulphoxide (DMSO), glycerol (GLY),
polyethyleneglycol (PEG) and sucrose (SUC), in different
concentrations, on rabies virus cryopreservation.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals

Swiss albino mice (Mus musculus), three-four
weeks old, weighting 10-16g were used. The probability
sampling was utilized in order to have a random selection
method that assures that the different units in the
population have equal probabilities of being chosen.

All  experiments were performed according
to the Committee of Animal Handling and Ethical
Regulation (protocol number: 08185881-7). The mice were
anesthetized individually before every invasive procedure
using inhalation anesthetics (halothane or isoflurane,
depending on availability). Inhalant anesthetics were either
used to euthanatize the mice in terminal state of the disease.
The animal was placed in a closed receptacle containing
cotton or gauze soaked with an appropriate amount of the
anesthetic. Vapors were inhaled until respiration ceases and
death ensues, associated to a longer induction time.

Virus strain

The mice were infected with the murine-adapted
Challenge Virus Standard (CVS) strain of rabies virus. The
CVS strain induced clinical signs which are undoubtedly
those of rabies, resulting from predictable (fixed) properties
in terms of incubation period, pathological and clinical
effects. In addition, it represents a more homogeneous
viral population. The work strain CVS-31 (lyophilized
specimen) was ceded by Dr. Phyllis Catharina Romijn
(PESAGRO-RIO) in research collaboration. The titer of
this seed CVS aliquot was tested (3.60 Log,, 50% LD.,)
and then it was replicated in three mice-brain-passages,
increasing the titers to 5.40 Log,, 50% LD,

Samples

A total of 50 mice were inoculated with CVS-31
suspension (0.03ml), through intracerebral route, and
observed daily. The encephalic tissues (central nervous
system) from the infected mice were used. The brains of
all mice that have died after the inoculation, or that have
been euthanized when prostrate (terminal clinical signs of
rabies), were removed. After disinfection with 70% ethanol,
the skin of the head and neck was cut away with forceps
and scissors, exposing the skull. The skull was grasped in
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the orbits with mouse-tooth forceps and the skullcap was
detached with curved scissors, thereby exposing the brain’.
The tissues (0.2-0.4g each) were removed with a curette
and transferred to a sterile universal collector. A composite
sample was made in which material collected from several
individuals was combined and homogenized in a pooled
sample, reducing the subject-to-subject variability and thus
increasing the power of statistical validity.

Cryoprotectants agents

A selection of some of the most widely used
cryprotector agents in microbiology was made. In
literature, dimethyl sulphoxide (DMSO) concentrations
varies from 1 to 32% (median ~10%), glycerol (GLY)
(1,2,3-propanetriol) was applied at concentrations of 2-55%
(median 10%), polyethylene glycol (PEG) has been used
at concentrations of 5-45% (median 10%) and sucrose, at
concentrations of 1-68% (median 10%)3. The median and
maximum concentrations of the cryoprotectants agents
cited on microbiology literature were used. The median
of cryoprotectants concentration were chosen because, in
certain analysis, it may reflect more accurately the measure
of central tendency in the presence of outlier values than is
the mean. Cryoprotectants maximum concentrations were
employed to verify if in higher concentrations it causes
decline of rabies virus viability. The Phosphate Buffered
Saline (PBS pH7.2) was used as diluent.

Experimental procedure

The encephalic tissues pooled sample containing
rabies virus particles was divided into 10 positive aliquots
(0.5g each), in duplicate. Ten aliquots were used to analyze
the viability of rabies virus samples immediately after
cryoprotectants agents contact (T,). The other aliquots
were taken randomly, submitted to freezing/thawing
protocols and analyzed after a 30-days period (T,,).

Virus isolation by mouse inoculation test and
direct fluorescent antibody test were performed to
evaluate rabies virus viability after the exposure to DMSO,
GLY, PEG or SUC, before and after the cryopreservation
experiments. The cryoprotectants were prepared in double
straight concentration using PBS pH 7.2 as diluent. Eight
aliquots (0.5g each) of the pooled sample were transferred
to vials containing 200ul of cryoprotectant solution at
10% and 32% DMSO, 10% and 55% GLY, 10% and 45%
PEG or 10% and 68% SUC - each in duplicate. Two
aliquots were used as positive controls, one in pure state
(sample control, PC-CVS) and the other in PBS pH7.2
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solution (cryoprotectants control, PC-PBS). One duplicate
was destined for the viability tests and the other for the
cryopreservation treatment. An extra duplicated aliquot
of normal mice brain was employed as negative control
(NC-NMB). The positive controls were submitted to viral
titration before and after the freezing/thawing protocol.

Samples were exposed to the cryoprotectants for 20
min at 20 °C and in PBS pH 7.2. After the exposure period,
the specimens were washed to remove the cryoprotectant
as follows: suspensions containing the virus were diluted
in 2.0 ml PBS, equilibrated for another 5 min at room
temperature, and then centrifuged at 150-200G for 5
min. This procedure was performed a second time. The
samples were finally suspended in 2.0 ml viral diluents
and the viability tests were made immediately.

Freezing and thawing process

For freezing, samples were equilibrated in 10%
and 32% DMSO, 10% and 55% GLY, 10% and 45% PEG or
10% and 68% SUC and in PBS pH 7.2 for 20 min at 20 °C,
as in the viability test. After the equilibration period, the
vials were transferred to a -20 °C freezer and kept at this
temperature for a 30-days period.

For thawing, the vials were taken from the freezer,
warmed in air at room temperature for 1 minand immersed
in a water-bath at 37 °C until it thawed. Thereafter, the
cryoprotectants were removed as described above and the
samples were submitted to the viability tests as follows.

Mouse inoculation test

Virus isolation was conducted by mouse inoculation
test (MIT)". The encephalic tissues were triturated in a
mortar (pooled samples), diluted to 20% in phosphate
buffered saline (PBS) pH 7.2, added 500UTI of penicillin and
2 mg of streptomycin per ml of tissue suspension to prevent
animal death from possible bacterial contamination of the
tissue suspension, and clarified by centrifugation at 900x g
for five minutes. The supernatant was collected and 0.03ml
was used to inoculate each of 10 to 12 Swiss albino mice,
three-four weeks old, through intracerebral route. It was
used the BD Ultra-fine II"™ U-100 insulin syringes — short
needle — 31 gauge, 8mm (5/16”) for 30 units or less. The
inoculated animals were observed daily up to 21 days. Mice
receiving diluents only were used as negative controls.
Animals dying within the first four days after inoculation
and without signs suggestive of rabies were excluded.

Virus titration test

Controls and stock virus titrations were performed
at designated intervals. A 10% suspension of the pooled
sample was prepared in PBS pH7.2 solution’. Serial 10-fold
dilutions (10 to 10°) were made of supernatant fluid, and
0.03 ml of each dilution was inoculated by intracerebral
route in either of six Swiss albino mice (Mus musculus),
three weeks old, weighting 10-12g and examined daily.
Rabies virus LD, titers were calculated8 and expressed as
Log,, 50% lethal doses (Log,, 50% LD,).

Table 1. Effects of freezing and storage temperature on rabies virus viability tested by mouse intracerebral inoculation
and direct fluorescent antibody test after exposure to internal and external cryoprotectants

MIT! FAT
Samples MST? (days) N AMi\/’[;;ahty ) e Degree*

, T, T, T, T, T,
NC-NMB 21 21 0/11 0/10 0 Negative - -
PC-CVS 6.5 7.8 10/10 10/10 100 Positive ~ ++++  +++
PBS 7.0 7.0 10/10 10/10 100 Positive e
DMSO (10%) 7.0 6.9 10/10 10/10 100 Positive ot .
DMSO (32%) 7.0 7.0 10/10 10/10 100 Positive ++ ++
GLY (10%) 7.0 7.0 11/11 10/10 100 Positive 4+ o+
GLY (55%) 7.0 6.9 11/11 10/10 100 Positive 4+ 4+
PEG (10%) 7.0 6.7 10/10 10/10 100 Positive 4+ 4+
PEG (45%) 7.0 7.0 12/12 10/10 100 Positive S
SUC (10%) 6.8 7.0 10/10 10/10 100 Positive ~ ++++  ++++
SUC (68%) 6.8 7.0 11/11 10/10 100 Positive bt

'Mouse Inoculation Test;’Mean Survival Time; *Number of Affected Mice; *“Number Tested;

*Evaluation of positivity degree: —, +, ++, +++, ++++
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Figure 1. Photomicrograph with immunofluorescent staining of the samples impression smear shows bright apple-
green viral nucleocapsid antigen targeted by virus-specific fluorescent-labeled antibodies and seen using fluorescein
isothiocyanate filter in standard incident light ultraviolet microscope (Carl Zeiss, Germany), with x400 magnification.
A: antigen very abundant in every field and amount per field was “not possible to count” (++++): Positive Control —
Challenge Virus Standard (PC-CVS).
B: no antigen throughout whole impression (-): Negative Control - Normal Mice Brain (NC-NMB)

Fluorescent antibody test

The viral antigens in infected samples were detected
by the direct immunofluorescent antibody staining
technique (FAT)®. The impression smears were made on
multi-well immunofluorescence glass slides and fixed for 30
min in cold acetone at a -20 °C environment, and air-dried.
The samples were then incubated at 37 °C with fluorescein
isothiocyanate-labeled rabbit polyclonal antinucleocapsid
antibodyabsorbed with 10% normal mousebrain (BIO-RAD
Laboratories-France, Catalog Number 357-2112) for 60
minutes at 37 °C in a humid chamber. Slides were washed
with PBS pH 7.2 in two successive 5-minute wash periods.
After rinsing with distilled water, the smears were air-dried
and examined using a standard incident light ultraviolet
microscope (Carl Zeiss, Germany), with x40 objective and
x10 eyepiece lenses (total magnification x400).

Each smear was examined and graded by two
readersindependentlyand where disagreement occurred the
respective cases were re-examined and a consensus reached.
All the smears were graded from (-) to (++++) according to
the amount of fluorescent antigen, as follows: (), no antigen
throughout whole smear; (+), antigen very scanty, one or
more particles in fewer than 50% of microscope fields; (++),
antigen scanty, one or more particles in fewer than 100% of
fields, but more than 50% of fields; (+++), antigen abundant,
one or more particles in each field, but the amount per field
was ‘possible to count’; (++++), antigen very abundant in
every field and amount per field was ‘not possible to count’
For the slides read of rabies samples smears, scores 3 and 4
were considered ‘easy, while specimens with scores 1 and 2
were considered ‘difficult’ to diagnose™.
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RESULTS

There was a decrease of viral titers when CVS strain
samples were exposed to freezing/thawing procedure.
In a 30-day period (T,,), the titre of the pooled sample was
reduced from 5.40 to 4.69 Log,, 50% LD,, compared to
fresh sample (T,).

The results of viability tests in rabies virus
samples, after exposure to internal and external
cryoprotectants, are set out in Table 1. Before the
freezing/thawing procedure, differences were observed
in the immunofluorescent staining degree between the
CVS strain positive control (PC-CVS), positive control
exposed to PBS pH 7.2 (PC-PBS) and cryoprotectants
treatments. While the PC-CVS (T,) sample demonstrated
the maximum fluorescence classification, there was
a decrease on fluorescent degree from PC-PBS, as
identified in samples exposed to DMSO (10%), GLY
(10% and 55%) and PEG (10% and 45%). Decline
in fluorescence profile was more severe in DMSO
(32%) treatment. However, the outcome of sucrose
cryoprotectant treatment (using either 10% or 68%)
was equivalent to that observed in the PC-CVS (control
not treated) Fig. 1-A.

Table 1 either shows the effects of freezing and
storage temperature on rabies virus viability tested by
mouse inoculation and direct fluorescent antibody test
after a 30 days period. No difference was observed in
the immunofluorescent staining degree subsequently
to cryopreservation, irrespective of the cryoprotectants
treatments or the concentration used. Otherwise, the
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fluorescence intensity found in PC-CVS (T,;) following
the cryopreservation was lower than in fresh samples and
the mean survival time (MST) in the mouse inoculation
test increased one day. Only when the pooled samples
were cryopreserved without cryoprotectant (CP-CVS)
did the fluorescence degree differ in the viability tests.
Assays on negative control of normal mice brain (NC-
NMB) were uniformly negative Fig.1-B.

DISCUSSION

The measurement of virus titres provides
information about the viral viability after the freezing/
thawing protocol. In a 30-day period, the pooled sample
titre decreases when compared to fresh sample. The data
shown indicates that the rabies virus samples had the
viability compromised by freezing/thawing protocols in
the absence of cryoprotectant agents.

The rabies virion capsid is surrounded by the
host cell-derived membrane!!, what can be interpreted
as a susceptibility feature of viral particle to mechanical
damage caused by ice crystals formation, similar to
those inflicted on host cells. According to Howell and
Milleré, enveloped viruses demonstrate greater lability
during storage than those lacking envelopes.

Since viruses acquire their envelopes by budding
through cellular membranes, the dynamics associated
with deleterious changes which occur during freezing
and thawing may affect both viruses and cells in a similar
manner. The mechanisms of membrane and viral envelope
damage appear to be caused by the formation of external
and internal ice, excessive changes in pH and solute
concentration, and ice recrystallization, during freezing
and thawing. In fact, decreases in viral titer correlate
with demonstrable changes in areas of the viral envelope
presumed to be associated with viral infectivity.

In addition, it was also shown that cryopreserved
samples are still viable after 30 days at low temperature
(-20 °C), but a decrease of titer occur. The present
study showed that almost all treatments demonstrated
a reduced quality of virus particles when compared
to the control in the fluorescent antibody test. This
reduction is presumable due to virus losses caused by
the washings to remove the cryoprotectants. This is
confirmed by the fact that in the treatment where the
samples were not exposed to cryoprotectants (PC-PBS/
T,), but were submitted to washings and centrifugations,
the samples slide fluorescence degree was lower than in

the fresh control (PC-CVS/T,). However, when rabies
virus samples were frozen without cryoprotectant
(PC-CVS/T,,), the slides degree examined after thawing
was lower than the fresh control (PC-CVS/T,). In this
case, the reduced of slides degree may be due cells
rupture caused by the freezing and thawing procedures.
Moreover, this inconsistency can be explained by the
labile nature of RNA and the high ribonuclease content
of brain tissues, and most importantly, degradation of
RNA" in the pooled stores samples, promoting viral
degradation and loss of viability.

The increase of the mean survival time (MST)
in the mouse inoculation test (MIT) might be explained
by lower viral virulence. This finding is similar to that
observed by Lopes et al.”’ studying long-term stored
samples, frozen under natural conditions without any
preservation substance, that encountered a higher MST
(12-17 days). Considering that the average of mouse
incubation period is five days and death occurs between
oneand three days after clinical signs initial manifestation,
the mean survival time of mice inoculated with samples
from naturally infected animals is generally seven to ten
days and five to seven days for Challenge Virus Standard
(CVS strain)”3,

In the present study, the use of sucrose at 10%
and 68% concentrations induced positive effects on the
viral particles viability after washing/centrifugation
protocols (T,) to remove cryoprotectant agents and
for a 30-days period of cryopreservation (T,,). Non-
permeable or external cryoprotectants protective
action is very complex and attributable to a number
of properties, the most important of which is the
beginning of the dehydration process. In particular,
sucrose does not enter the cell, but exerts its beneficial
effects by causing cellular dehydration through changes
in osmotic pressure'*. It was suggested that the increase
in the sucrose concentration generates an osmotic
gradient across the cell membrane, which draws water
out of the cell, causing the cell to dehydrate sufficiently
before and during the freezing procedure’, also exerting
a protective effect to the viral particles.

The results either demonstrate that after 30 days
of freezing the viability of cryopreserved samples (using
DMSO, GLY or PEG) was lower than the viability of
fresh samples, but was similar to frozen controls. The
viability of rabies virus after cryopreservation without
a cryoprotectant was significantly lower than that
observed in the other treatments with almost all samples
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damaged following this procedure. As shown in this
work, titration is an essential step in the evaluation of
cryopreserved virus samples.

In conclusion, this study shows that
cryopreservation of rabies samples in sucrose allows
the maintenance of a better rabies virus viability after
short-term cryopreservation. Such results could stimulate
further researches in this area. More experiments
are needed to clarify the basic aspects of rabies virus
cryopreservation, mainly to obtain knowledge of
fundamental cryobiological properties, which would
minimizetheinjuriesassociated with the cryopreservation
procedures. Other studies on the features of these
cryoprotectant agents would provide new strategies to
minimize such injuries and consequently elevate the
viability of rabies virus stored samples.
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RESUMO

O presente estudo foi realizado com a finalidade de analisar os residuos de agrotdxicos em arroz e feijao,
alimentos basicos nos habitos alimentares do brasileiro, e estimar o risco a satide publica. Foram coletadas
44 amostras de arroz e 44 de feijao pelas vigilancias sanitarias municipais do Estado de Sao Paulo (Programa
Paulista de Analise Fiscal de Alimentos). As amostras foram analisadas por meio de ensaio multirresiduo.
Os residuos de agrotoxicos foram encontrados em 26 (59%) amostras de arroz e em 11 (25%) das de feijao
em teores entre 0,05 e 0,1 mg/kg, dentro dos Limites Maximos de Residuos. A exposigdo ao propiconazol
por meio da ingestdo de arroz representou 0,15 e 0,58% da Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) e a exposicdo a
procimidona pela ingestdo de feijao representou 0,02 e 0,1% da IDA, respectivamente, para as populagdes
adulta e infantil. Nos demais agrotdxicos pesquisados nao foram detectados residuos iguais ou em valores

maiores do que o limite de detecgao da metodologia utilizada.

Palavras-chave. residuos de agrotdxicos, saude publica, fiscalizacdo, cromatografia gasosa, arroz, feijao.

ABSTRACT

This study was conducted to determine the pesticide residues in rice and beans, the basic cereals in Brazilian
eating habits, and to estimate the risk to public health. The cereals samples were collected by Sao Paulo Sanitary
Surveillance (Paulista Program for Food Analysis Control). Pesticide residues were analyzed by multiresidue
methodology in 44 rice samples and 44 beans samples. Pesticide residues were found in 26 (59%) rice samples
and 11 (25%) in beans samples from 0.05 to 0.1 mg/kg, being within the maximum residue levels. The main
residues found were propiconazole in rice and procymidone in beans. The estimated health risks by exposure
to propiconazole through rice intake corresponded to 0.15 e 0.58% of the acceptable daily intake (ADI)
and exposure to procymidone by beans intake was 0.02 e 0.1% of ADI for adult and children populations,
respectively. The other active ingredients had no pesticide residues within or at values greater than the used

methodology detection limit.
Keywords. pesticide residues, public health, inspection, gas chromatography;, rice, beans.
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INTRODUCAO

O arroz alimenta mais da metade da populagio
humana da Terra e ocupa a posi¢ido de terceira maior
cultura cerealifera do mundo, ultrapassado apenas pelo
milho e trigo. Sua cultura apresenta grande capacidade
de adaptacdo a diferentes condicbes de solo e clima e
desempenha papel estratégico tanto em nivel econémico
quanto social para os povos das nagdes mais populosas da
Asia, Africa e América Latina'.

A produgéo de arroz no mundo concentra-se nos
paises do sudeste asidtico, sendo o consumo per capita
nestes paises superior ao de paises ocidentais. O Brasil
se destaca como o maior produtor de fora do continente
asiatico e esta entre os dez principais produtores mundiais
de arroz, cuja estimativa para as safras de 2010/2011 ¢ de
12.628,2 mil toneladas®*.

O feijao, consumido em todos os continentes
apresenta papel relevante na alimentacdo do brasileiro®”.
E um dos produtos agricolas de maior importancia
econOmico-social no Brasil, sendo cultivado por pequenos
e grandes produtores em diversificados sistemas de
producdo e em todas as regides do pais*®. Atualmente,
o Brasil continua figurando entre os maiores produtores
e consumidores mundiais de feijao, com 3.645,8 mil
toneladas nas safras 2010/2011>°.

O arroz e o feijao sao os alimentos basicos nos
hébitos alimentares da populagdo brasileira, representam
importantes fontes de nutrientes e energia e atuam na
prevencido de efeitos adversos a saude. Sdo ricos em
carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais. Quando
combinados, além de serem fontes ricas de nutrientes
e fibras, o balango de aminodcidos é excelente, pois as
deficiéncias existentes em cada um destes alimentos sdo
reciprocamente compensadas pelo outro. Os graos de
arroz contém metionina e os feijoes, lisina, sendo que
juntos fornecem quantidades de proteinas equiparadas a
um pedaco de carne. Ainda equilibram o indice glicémico,
diminuindo o risco do diabetes e mantém excelentes teores
de flaor apds o cozimento com agua fluoretada, aumentando
a concentragdo da substancia na saliva, o que diminui a
desmineralizagdo dos dentes e protege contra as caries®'.

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)", Pesquisa de Or¢amentos
Familiares e Estudo Nacional de Despesa Familiar, a
quantidade anual per capita de arroz polido e feijao
adquirida para consumo no domicilio para o Estado de
Sao Paulo foi de 12,719 kg e 5,241 kg, respectivamente.
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O mercado, consumidor de produtos in natura ou
processados, tem exigido requerimentos fitossanitarios
rigorosos, priorizando a seguranga do alimento e do
meio ambiente'.

A preocupagido com a exposi¢cdo aos agrotoxicos
tem sido crescente devido ao aumento da produgio
e do numero de ingredientes ativos (i.a.) utilizados e
em decorréncia de estudos que apresentam residuos,
relacionando-os a possiveis efeitos adversos a sadde.
Dentre estes, destacamos a ocorréncia de possiveis
alteragdes nos sistemas circulatorio, respiratorio, nervoso
central e periférico, reprodutor e imunolégico, bem como
os possiveis efeitos anticolinesterasicos, em consequéncia
de exposigao cronica a esses residuos nos alimentos".

Para garantir a seguranga dos alimentos que sdo
disponibilizados para consumidores quanto ao nivel de
residuos de agrotoxicos, cada pais estabelece o Limite
Maximo de Residuo (LMR) no processo de registro do
produto. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria do Ministério da Saide (ANVISA/MS)
estabelece os respectivos LMRs para cada agrotoxico/
cultura. As culturas de arroz e feijao apresentam uma
ampla grade de agrotoxicos autorizados com as mais
diferentes indicacdes de uso'.

Os residuos encontrados em alimentos acima dos
LMRs estabelecidos pelos 6rgaos governamentais indicam
que a aplicagdo do agrotdxico nao foi realizada de acordo
com as Boas Praticas Agricolas (BPA)">".

Os métodos analiticos multirresiduo possibilitam
avaliar se os agrotoxicos nas culturas estdo em
conformidade com os respectivos LMRs, bem como
constatar a presenca de ia. ndo autorizados e sem
permissdo de uso no pais*>"’.

Os resultados de programas de monitoramento
no Brasil tém revelado uma percentagem consideravel de
residuos de agrotoxicos nao autorizados em vegetais'>"’.
Em 2009, foram analisadas 162 amostras de arroz e 164
amostras de feijao no Programa de Analise de Residuos
de Agrotdxicos em Alimentos (PARA) coordenado pela
ANVISA/MS, e, em 26,5% e 1,8%, respectivamente,
foram detectados agrotdxicos de uso nao permitido’.
Em 2008, foram detectados agrotéxicos de uso ndo
permitido em 6 (4%) das 136 amostras de arroz
monitoradas'. O percentual de resultados insatisfatorios
indica a necessidade de aplicagdo das BPA e de uma
maior fiscalizagdo em relagdo ao comércio e a utiliza¢ao
de agrotdxicos, com intuito de oferecer ao consumidor
produtos com niveis seguros de residuos'>"’.
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Vérios paises, incluindo Estados Unidos da
América e os da Unido Europeia, tém implantado
programas de analise de residuos de agrotoxicos
nos alimentos. Nos Estados Unidos, destacam-se o
programa do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA), o programa da Associagdo Nacional
dos Alimentos Processados (NFPA) e o programa da
Administragao de Drogas e Alimentos (FDA), nos quais
sao analisadas amostras de leite, graos, carnes, ovos,
frutas e outros vegetais, produzidos nos mercados interno
e externo. A Unido Europeia analisa amostras dos paises
membros, quanto a presenca de residuos de agrotdxicos.

Com os objetivos de implantar e avaliar o método
multirresiduo de agrotéxicos em arroz e feijao, pesquisar
os residuos em amostras comercializadas em Sao Paulo
em 2009, avaliar os resultados e estimar a contribuicdo
de risco a populagio consumidora, realizou-se o
presente estudo.

MATERIAL E METODOS

O plano de amostragem adotado foi o descrito
pelo Manual do Codex Alimentarius e a coleta de 1 kg por
amostra foi efetuada no tltimo local antes do consumidor
final (supermercados e outros)'®.

Foram coletadas 44 amostras de arroz (polido)
de 24 diferentes marcas, 19 provenientes da capital e 25
do interior do estado de Séo Paulo no periodo de maio a
junho de 2009 (Tabela 1).

No periodo de julho a dezembro de 2009 foram
coletadas 44 amostras de feijao de 34 diferentes marcas, 22
da capital e 22 do interior do estado de Sdo Paulo.

As coletas foram realizadas pelas vigilancias
sanitdrias municipais, conforme estabelecido pelo
Programa Paulista de Andlise Fiscal de Alimentos'.

A amostragem foi realizada em 41 municipios
do estado de Sao Paulo, distribuidos conforme Tabela 1,
deacordo com o Regulamento Técnico de Procedimentos
Operacionais Padronizados para Analise Fiscal de
Alimentos®.

Amostras controle

Amostras de produgao organica de arroz e feijao
foram adquiridas em supermercados em embalagens
proprias para comercializagdo.

As amostras foram trituradas e reduzidas a
subamostras para andlise e armazenadas em freezer a
temperatura de -20 °C.

Tabela 1. Distribuigdo das coletas de amostras de arroz e feijao nas
cidades do Estado de Sio Paulo

Municipios (41) arroz feijao

Araraquara, Campinas, Conchas, Fernandépolis,
Franco da Rocha, Jacarei, Lins, Martinépolis,
Mirandépolis, Mogi das Cruzes, Ourinhos,
Pindamonhangaba, Pitangueiras, Presidente
Venceslau, Sio Caetano do Sul, Sao Sebastido,

Sao Vicente, Tupa

Andradina, Bauru, Descalvado, Franca, Garga,
Guarujd, Guarulhos, Hortolandia, Jaboticabal,
Laranjal  Paulista, Mairipord, Presidente X
Prudente, Sao Bernardo do Campo, Sdo Joao de

Iracema, Sorocaba

Barretos, Cagapava, Leme, Osasco, Registro, Sao
José do Rio Preto, Vargem Grande do Sul X X
Sao Paulo (capital)

Método analitico

O método utilizado foi o descrito no Analytical
Methods for Pesticide Residues in Foodstufts do Ministry
of Health of Netherlands®, com adaptacdes?, e a andlise
qualitativa e quantitativa foi feita por cromatografia a gas
com detectores de captura de elétrons (ECD) e fotométrico
de chama pulsante (PFPD). Foram analisados 34 i.a. de
residuos de agrotdxicos nas amostras de arroz e 40 i.a. nas
amostras de feijao, totalizando 3256 determinagdes.

Pesou-se 25 g da amostra triturada, a qual foram
adicionados 100 mL de uma mistura de solventes (acetona e
diclorometano, 1:1 v/v), e manteve-se em contato por uma
noite. Apds centrifugacao, foi retirada uma aliquota de 0,2 mL
do extrato sobrenadante para frasco de vidro, concentrou-se
sob fluxo de nitrogénio até a secura e ressuspendeu-se a
1 mL com n-hexano. Foram injetados 2 uL em cromatégrafo
a gas com microdetector de captura de elétrons (LECD)
para determinacdao dos i.a. organohalogenados. Para
determinacdo dos organofosforados, foi transferida uma
aliquota de 5 mL do extrato sobrenadante para um frasco de
vidro graduado, concentrou-se sob fluxo de nitrogénio até
quase a secura e ressuspendeu-se a 1 mL com uma mistura
de solventes isoctano: tolueno (9:1 v/v). Foram injetados
2 pL em cromatégrafo a gas com detector fotométrico de
chama pulsante (PFPD).

As condigdes cromatograficas para determinagao
dos organohalogenados estao relacionadas a seguir:
cromatografo a gas com PECD: dimensdes da coluna:
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30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; fase estacionaria: 5% fenil
95% dimetilsiloxano; temperatura do injetor: 250 °C;
temperatura do detector: 310 °C; temperatura programada
do forno: 60 °C (1 min), 10 °C/min, 190 °C (6 min),
3 °C/min, 280 °C (15 min); fluxo do gas de arraste:
N,: 1 mL/min; modo e volume de injegao: splitless e 2 uL.

Para confirmagdo dos resultados foi utilizado
um cromatdgrafo a gas com ECD: dimensdes da coluna:
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; fase estacionaria: 35% fenil
65% dimetilsiloxano; temperatura do injetor: 250 °C;
temperatura do detector: 320 °C; temperatura do forno
programada: 60 °C (1min), 10 °C/min, 220 °C (6min),
3 °C/min, 280 °C (17min); fluxo do gas de arraste:
N,: 1,4 mL/min; modo e volume de injecdo: splitless e 2 uL.

As condi¢bes cromatograficas para determinagao
dos organofosforados estio relacionadas a seguir:
cromatdgrafo a gas com PFPD e filtro de fésforo: dimensoes
da coluna: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; fase estacionaria:
14% fenilcianopropil, 86% dimetilsiloxano; temperatura
do injetor: 220 °C; temperatura do detector: 300 °C;
temperatura programada do forno: 80 °C (0 min), 20 °C/
min, 160 °C (5 min), 3 °C/min, 190 °C (10 min), 10 °C/min,
270 °C (30 min); fluxo do gas de arraste: N,: 2 mL/min;
modo e volume de injegdo: splitless e 2 pL.

Quantifica¢io
A quantificagdo dos agrotoxicos foi efetuada pelo
método de padronizagio externa para cada ingrediente ativo.

Curvas analiticas

Apds otimizagdo das condicoes de analise, foram
construidas curvas analiticas para cada ativo, com, no
minimo, cinco niveis de concentragdo. Misturas de
padrdes foram preparadas em hexano para determinagio
dos organohalogenados e isoctano:tolueno (9:1 v/v) para
organofosforados.

Avaliagao do método

Os parametros utilizados para avaliagdo do método
foram: seletividade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificagdo (LQ), exatiddo e precisdao®?. Os parametros
foram verificados em matriz de arroz e feijao controle para
os principios ativos estudados, incluindo a andlise do branco
e estudos de recuperagdes, totalizando 975 determinacdes.

Para os estudos de recuperacio foram preparadas
amostras controle com adi¢do de solu¢io-padrio no
nivel do LQ, em cinco replicatas. Os LD e LQ do método
foram calculados a partir das concentracdes recuperadas
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conforme as recomendacdes estabelecidas pela Associagdo
Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas®, ou seja,
trés e dez vezes o desvio-padrio de uma série de replicatas.
O efeito matriz foi considerado por andlises de amostras
controle de arroz e feijao de produgdo organica.

A faixa de trabalho incluiu o LQ e o maior valor
ndo superior a dez vezes o LQ, com exatiddo e precisio
aceitaveis®.

Periodicamente foram injetadas solugdes-padrao
para checagem das curvas analiticas e foram considerados
aceitaveis valores iguais ou inferiores a 15% do resultado
obtido anteriormente®.

Para avaliacio da exatiddo do método foi
considerado o intervalo de recuperacdes entre 70 a 120% e,
para a precisao, coeficientes de variagao percentual (CV%)
ou desvios-padrao relativos (DPR) de até 20%**%.

Estimativa de risco de exposicio a residuos de
agrotoxicos pela ingestao de arroz e feijao

As contribui¢oes de risco a saude pelo consumo
foram calculadas considerando 60 kg e 15 kg de peso
corporeo (p.c.) para as populacdes adulta e infantil,
respectivamente, com a suposi¢do de que todo o arroz
e feijdio consumidos tivessem os maiores niveis de
residuos de agrotoxicos encontrados e considerando
a média de consumo anual per capita para o arroz
(12,719 kg) e feijao (5,241 kg) adquiridos em domicilio
para as regides metropolitanas (IBGE)". Os dados
obtidos foram comparados com as respectivas Ingestoes
Diarias Aceitaveis (IDA) de 0,04 mg/kg p.c. para
propiconazol' e de 0,1 mg/kg p.c. para procimidona',
expressos em percentagem.

Controle de qualidade interno/carta controle:

O principio ativo clorpirifés metilico foi
selecionado para controle do procedimento nas etapas de
extragao e determinagdo por CG/ECD ou CG/HECD e por
CG-PFPD. A cada 10 amostras analisadas, foi adicionado
em uma delas 1 mL de uma solucéo de clorpirifés metilico
na concentragio de 25 pg/mL. Os resultados foram
reportados em porcentagens de recuperagdo e avaliados
de acordo com a faixa aceitavel de 50 a 150%%".

Controle de qualidade externo

O laboratério tem participado de programas de
ensaio de proficiéncia para determinacio de agrotoxicos em
alimentos nos Ambitos internacional e nacional, como o Food
Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) da Food
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and Environment Research Agency (FERA)* e do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método multirresiduo apresentou uma boa
exatiddo para os i.a. estudados, com recuperacdes entre
71% e 115%, no nivel do LQ. Os DPR variaram de 7
a 20% e estdo de acordo com o estabelecido, segundo o
qual o DPR esperado deve ser no maximo de 20%**,
exceto para trifluralina que foi de 22%. Os LD e LQ dos
analitos estudados variaram de 0,02 a 0,5 mg/kg e de 0,05
a 1,0 mg/kg, respectivamente. Os valores do LD e LQ do
método, LMR e as faixas de trabalho dos i.a. de agrotoxicos
estudados encontram-se nas Tabelas 2 e 3.

Com relacdo ao controle de qualidade interno,
os valores das recuperacbes de clorpirifés metilico
apresentaram-se dentro da faixa aceitavel de 50-150%%.

Foram encontrados residuos de propiconazol em
26 (59%) das amostras de arroz, sendo 10 (53%) da capital e
16 (64%) do interior do estado de Sao Paulo (Figura 1). Os
niveis de propiconazol, fungicida altamente toxico, variaram
de 0,05 a 0,1 mg/kg, dentro do LMR permitido em arroz,
que é de 0,1 mg/kg' (Figura 1). Nos resultados do PARA de
2009Y, das 162 amostras de arroz analisadas provenientes
de outros estados brasileiros foram encontradas seis com
residuos de propiconazol em niveis entre 0,02 e 0,1 mg/kg e
somente uma amostra com nivel acima do LMR.

O arroz industrializado passa por processo
de retirada da casca e polimento, podendo o tipo I
também receber uma pré-lavagem. Porém, residuos
de i.a. de agrotéxicos que apresentem agdo sistémica,
como o propiconazol, uma vez utilizados, tém maior
probabilidade de remanescerem pelo fato de que, quando
aplicados nas plantas, circulam através da seiva por todos
os tecidos vegetais e se distribuem uniformemente.
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As estimativas de risco a saide pela exposicdo
ao propiconazol pela ingestdo de arroz representam
0,15 e 0,58% da Ingestao Didria Aceitavel (IDA) de
0,04 mg/kg p.c.'* para as populagdes adulta e infantil,
respectivamente.

No feijao, foram encontrados residuos de
procimidona em 11 (25%) das amostras, sendo 6
(27%) da capital de Sdo Paulo e 5 (23%) de outros
municipios do estado de Sao Paulo, em niveis entre 0,05
e 0,1 mg/kg, abaixo do LMR permitido de 0,5 mg/kg
(Figura 2). A procimidona usada como fungicida, grupo
quimico dicarboximida, classe toxicolégica IV (pouco
toxico), é autorizada na forma de uso foliar em feijao’*.

Os demais agrotéxicos permitidos nao
apresentaram residuos e nao foram detectados i.a. de
uso ndo autorizado (Tabelas 2 e 3).

As estimativas de risco a saude pela exposi¢io a
procimidona por meio da ingestao de feijao representam
0,02% e 0,1% da IDA de 0,1 mg/kg p.c."* para as populagdes
adulta e infantil, respectivamente.

No relatério do Programa Paulista realizado
em Sao Paulo no ano de 2002, niao foram detectados
residuos agrotdxicos organofosforados, organoclorados
e piretroides em 43 amostras de arroz destinado ao
consumo doméstico e 45 amostras de feijao®.

Souza®® investigou alimentos cozidos no
Restaurante Universitario, em Brasilia (Brasil), e ndo
detectou organofosforados em arroz ou feijao.

De acordo com os resultados de monitoramento
divulgados pelo PARA 2009", foram quantificados 9 i.a.
de uso autorizado em arroz, abaixo dos respectivos LMR
e detectados 19 i.a. de uso ndo autorizado, pelas técnicas
de cromatografia a liquido e a gas, ambas acopladas a
espectrometria de massas (LC/MS/MS e CG/MS/MS).
Para feijao, foram encontrados residuos acima do LMR
em 2 (1,2%) das 164 amostras, uma com clorpirifos e
uma com tebuconazol, além de seis outros i.a. de uso nao
autorizado.

No Japao, Otake et al.’! realizaram um estudo de
10 i.a. de agrotoxicos em 54 amostras de arroz comercial
e detectaram ferinzona em apenas uma amostra de arroz
ndo polido.

Lee et al.*?, na Republica da Coreia, quantificaram
47 residuos de pesticidas em arroz polido e obtiveram a
presenca de triclozole e fenobucarbe, mas nenhuma amostra
apresentou residuos acima dos LMR estabelecidos.

Outro estudo foi realizado no Japao por
Kobayashi et al.** em 343 amostras de arroz adquiridas
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Tabela 2. Resultados dos agrotdxicos analisados nas amostras de arroz
(N=44) e os respectivos LD, LQ , LMR e faixa de trabalho

il e o
(pg/uL) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Alacloro 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Aldrin 2,5-25 0,02 0,05 NA ND
Azoxistrobina 2,5-50 0,05 0,1 0,1 ND
Betacipermetrina 12,5-125 0,1 0,3 0,3 ND
Bifentrina 1,25-12,5 0,02 0,05 0,7 ND
Bioaletrina 5-60 0,05 0,1 NA ND
Carbofenotiona  40-1200 0,2 0,5 NA ND
Clorotalonil 2,5-25 0,02 0,05 2,0 ND
g:trl,ﬁlcr;fos 100-1200 02 05 NA  ND
Deltametrina 12,5-200 0,2 0,5 1,0 ND
Diazinona 40-1200 0,2 0,5 NA ND
Dieldrin 2,5-40 0,02 0,05 0,05 ND
Diclorvos 20-1200 0,2 0,5 NA ND
Difeconazole 25-250 0,5 1,0 1,0 ND
Endrin 2,5-40 0,05 0,1 NA ND
Esfenvalerato 12,5-200 0,2 0,5 1,0 ND
Fenitrotiona 100-1200 0,2 0,5 NA ND
Fentiona 40-1200 0,2 0,5 NA ND
Fentoato 100-1200 0,2 0,5 NA ND
Forato 20-1200 0,2 0,5 NA ND
HCH alfa 2,5-25 0,02 0,05 NA ND
HCH beta 5-50 0,05 0,1 NA ND
Hexaclorobenzeno
(HCB) 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Lindano
(gama HCH) 12520 0,02 005 NA ND
Malationa 50-1000 0,2 0,5 8,0 ND
Metoxicloro 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Parationa metilica 50-1000 0,1 0,3 0,1 ND
Permetrina 2,5-50 0,1 0,3 0,1 ND

Pirimifds metilico 40-1200 0,2 0,5 10,0 ND

Procimidona 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
0,05-0,1
Propiconazol 2,5-25 0,02 0,05 0,1 (N=26)
vide Fig. 1
Triazofds 40-1200 0,2 0,5 NA ND
Trifluralina 1,25-20 0,02 0,05 0,05 ND
Vinclozolina 2,5-25 0,03 0,05 NA ND

LD: Limite de Detecgio; LQ: Limite de Quantificagdo; LMR: Limite Mdximo
de Residuo; NA: Nao autorizado; ND: Ndo detectado, menor que o LD;
HCH: Hexaclorociclohexano
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Tabela 3. Resultados dos agrotdxicos analisados nas amostras de
feijaio (N=44) e os respectivos LD, LQ , LMR e faixa de trabalho

et N w0 e
(pg/u) (mg/kg) (mgkg) (mg/kg) (mg/kg)
Alacloro 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Aldrin 2,5-25 0,02 0,05 NA ND
Azoxistrobina 2,5-50 0,05 0,1 0,1 ND
Betacipermetrina 12,5-125 0,1 0,3 NA ND
Bifentrina 1,25-12,5 0,02 0,05 0,02 ND
Bioaletrina 5-60 0,05 0,1 NA ND
Carbofenotiona  40-1200 0,2 0,5 NA ND
Clorotalonil 2,5-25 0,02 0,05 0,1 ND
Clorpirif6s etilico 40-1200 0,1 0,5 0,1 ND
Deltametrina 12,5-200 0,2 0,5 0,2 ND
Diazinona 40-1200 0,2 0,5 NA ND
Dieldrin 2,5-40 0,02 0,05 NA ND
Diclorvos 20-1200 0,2 0,5 NA ND
Difenoconazole 25-250 0,5 1,0 0,5 ND
Dissulfoton 40-1200 0,2 0,5 NA ND
Endrin 2,5-40 0,05 0,1 NA ND
Etoprofés 2,5-50 0,2 0,5 NA ND
Fenamif6s 50,0-1000 0,2 0,5 NA ND
Fenitrotiona 100-1200 0,2 0,5 NA ND
Fentiona 40-1200 0,2 0,5 NA ND
Fentoato 100-1200 0,2 0,5 NA ND
HCH alfa 2,5-25 0,02 0,05 NA ND
HCH beta 5-50 0,05 0,1 NA ND
Hexaclorobenzeno
(HCB) 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Lambdacialotrina 25-250 0,02 0,05 0,05 ND
Lindano
(gama HCH) 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Malationa 50-1000 0,2 0,5 8,0 ND
Metoxicloro 1,25-20 0,02 0,05 NA ND
Parationa metilica 50-1000 0,02 0,1 0,05 ND
Permetrina 2,5-50 0,1 0,3 NA ND
Pirimifds etilico  100-1000 0,2 0,5 NA ND
Pirimifds metilico 40-1200 0,2 0,5 0,5 ND
Procimidona 1,25-20 0,02 0,05 0,5 0,05-0,1
(N=11)
Propiconazole 2,5-25 0,05 0,1 0,05 ND
Profenofds 40-1200 0,05 0,1 0,1 ND
Protiof6s 0,2 0,5 NA ND
Trifluralina 1,25-20 0,03 0,05 0,05 ND
Vinclozolina 2,5-25 0,03 0,05 0,5 ND

LD: Limite de Detecgio; LQ: Limite de Quantificagdo; LMR: Limite Mdximo
de Residuo; NA: Ndo autorizado; ND: Ndo detectado, menor que o LD

em supermercados de Téquio, no periodo de abril de
1995 a marg¢o de 2005. Foram encontrados residuos de
agrotoxicosem 79 (23%) dasamostras, todas consideradas
seguras para o consumo humano.

Com o avang¢o tecnoldgico e o uso de técnicas
mais sensiveis, torna-se cada vez mais possivel analisar um
maior nimero de agrotoxicos, em niveis de deteccio e de
quantificagdo cada vez menores.

Destacamos a importincia da continuidade
de pesquisas na drea de residuos de agrotdxicos para
conhecimento dos niveis nos alimentos e em outras
amostras, como agua, de consumo e ambientais para
subsidiar a¢oes que eliminem ou minimizem o risco a
saide humana e ao meio ambiente.

CONCLUSAO

Conclui-se que a exposicio ao propiconazol,
por meio da ingestdo de arroz, e a procimidona, pela
ingestdao de feijao, representam valores abaixo das IDAs
estabelecidas para as populagdes adulta e infantil e que
os demais agrotdxicos pesquisados nao apresentaram
residuos iguais ou maiores que o LD do método
utilizado. Esta pesquisa contribui com dados de residuos
de agrotdxicos em arroz e feijao, escassos no pais, que
subsidiam avalia¢Oes para prevencéo de riscos a saide da
populacio pelo consumo de alimentos.
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RESUMO

Foi otimizada a metodologia analitica para determinar quatro flavondis: miricetina (M), quercetina (Q),
kanferol (K) e isoramnetina (I); e duas flavonas: luteolina (L) e apigenina (A) em amostras de pdlen apicola
desidratado produzidas em trés estados brasileiros: Bahia (BA), Sao Paulo (SP) e Santa Catarina (SC).
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi utilizado para investigar os efeitos da concentragio
de HCl e do tempo de hidrolise sobre a concentragio de cada flavonoide. A condi¢do 6tima encontrada para
extragdo/hidrolise dos flavonoides estudados foi: 1,0M HCI/30 minutos. A melhor separacio dos flavonoides
foi conseguida com a coluna de fase reversa Symmetry C18 e fase mével de metanol:tetrahidrofurano:dgua
(26:57:17), acidificados com 0,3% de 4cido féormico em corrida isocratica (CLAE). As curvas-padrdo
apresentaram coeficientes de correlagdo superiores a 0,99. Os limites de detecgdo foram de 1,04, 0,88, 0,89,
1,64, 0,82 e 1,19 pg/mL respectivamente para M, L, Q, A,Ie K.

Palavras-chave. flavonoides, polen apicola, CLAE, delineamento estatistico de experimentos.

ABSTRACT

The analytical methodology for the determination of four flavonols: myricetin (M), quercetin (Q), kanferol
(K), isorhamnetin (I); and two flavones: luteolin (L) and apigenin (A) in samples of dehydrated bee pollen
produced in three Brazilian states: Bahia (BA), Sdo Paulo (SP) and Santa Catarina (SC) was optimized. Central
Composite Rotational Design was used to investigate the effects of HCI concentration and hydrolysis time on
the concentration of each flavonoid. The optimum condition found for extraction/hydrolysis of the flavonoids
studied was 1.0M HCI/30 minutes. The best separation of the flavonoids was achieved with a reverse phase
Symmetry C18 column with methanol:tetrahydrofuran:water (26:57:17) acidified with 0.3% formic acid as
mobile phase in isocratric elution (HPLC). The standard curves presented coefficients of correlation superior to
0.99. The limits of detection were 1.04, 0.88, 0.89, 1.64, 0.82 and 1.19 pg/mL for L, Q, A, I and K, respectively.
Keywords. flavonoids, bee pollen, HPLC analysis, statistical experimental design.
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INTRODUCAO

O pdlen apicola tem atraido a atencdo de
pesquisadores devido as suas propriedades bioativas e as
possibilidades do seu emprego medicinal na prevencgao e
tratamento de algumas patologias'. Estudos tém apontado
para as propriedades bioativas do pdlen apicola, bem
como de seus extratos, devido ao consideravel conteudo
de compostos fenodlicos (tais como flavonoides, acidos
fenolicos e diterpenos fenodlicos)**, que, dentre outras
propriedades bioldgicas, possuem a¢do antioxidante
investigada em experimentos realizados in vitro’>, em
culturas de células® e em animais de laboratério’.

Flavonoides estdo presentes em poélen apicola na
forma livre ou como glicosideos e sdo em geral altamente
hidroxilados, tal como o kanferol'®. Esses compostos sio
reconhecidos como potenciais marcadores taxondmicos>.
Assim, diversos estudos relacionam o conteudo de
flavonoides do pélen com a sua origem floral® .

Sete agliconas (isoramnetina, kanferol, luteolina,
miricetina, quercetina, selagina e tricetina) e ao redor
de quarenta glicosideos ja foram identificados no pélen
apiC01a2’10’11’13'19.

Poucos trabalhos investigaram o teor de flavonoides
no polen apicola. Campos et al.*® observaram que o
conteudo de flavonoides alcangou 5.000 pg/g, enquanto
Serra-Bonvehi et al? encontraram valores médios de
5.100 pg/g de flavonoides totais em 11 amostras de pdlen
espanhol. Oitenta e dois por cento das amostras de polen
apicola analisadas por Serra-Bonvehi et al.? continham no
minimo 14 componentes fenolicos, primariamente rutina,
quercetina, miricetina e acidos cindmicos. Recentemente,
LeBlanc et al’ determinaram o teor de flavondis e
flavonas (expresso em equivalentes de quercetina) em
6 amostras de polen apicola coletadas no deserto de
Sonora (Arizona, EUA), tendo encontrado valores entre
2.660 e 5.480 pg/g. Analisando amostras de pélen apicola
provenientes da Roménia, Marghitas et al.*! encontraram
teores de flavonoides totais (expressos em equivalentes de
quercetina) que variaram entre 600 e 13.600 pg/g.

Trés trabalhos estudaram os flavonoides presentes
em amostras de pdlen apicola brasileiras**%. Freire
et al.'”” avaliaram o perfil cromatografico de flavonoides
e sua correlagio com a origem botanica de amostras do
nordeste brasileiro. Carpes et al.?* determinaram o teor
de compostos fendlicos totais em extratos etandlicos de
polen apicola por método espectrofotométrico, tendo
encontrado niveis superiores a 10.000 pg/g em extratos a

60, 70 e 80%. Em outro estudo, Carpes et al.* encontraram
teores de compostos fendlicos totais variando entre 19.280
e 48.900 ug/g (expressos em equivalente de acido galico)
em extratos etandlicos a 70% preparados com amostras
de polen da regido sul do Brasil. O teor de rutina foi
determinado em duas amostras (841 e 991 pg/g) e o teor
de miricetina em uma amostra (695 ug/g).

Nos primeiros estudos realizados com o objetivo
de identificar os flavonoides presentes em polen os
compostos geralmente extraidos com metanol foram
isolados e purificados por técnicas cromatograficas, tais
como: cromatografia em camada delgada, cromatografia
dimensional em papel, cromatografia de coluna aberta
e CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
semipreparativa. A identificagdo foi realizada por
métodos classicos de espectrofotometria de UV ou por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
com ou sem hidrdlise prévia. A identificacdo também
foi feita por comparagées com padrdes e por reacdes
quimicas especificas'®!H141320,

Serra Bonvehi et al.? identificaram e quantificaram
agliconas livres presentes em amostras de pdlen apicola
espanhol por CLAE/DAD (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos). Freire
et al.” também identificaram os flavonoides por CLAE/
DAD. Um pico desconhecido foi isolado por cromatografia
de coluna e identificado por RMN. No trabalho de Arrdez-
Romaén et al.' os compostos foram isolados e identificados
por eletroforese capilar acoplada a espectrometria de
massas com ionizagao por eletrospray e nos trabalhos de
Carpes et al.*** e Guo et al."® os compostos foram isolados
e identificados por CLAE/DAD. Mais recentemente,
Ferreres et al."” empregaram CLAE/DAD associada a um
espectrometro de massas acoplado a um fon trap com
interface de ionizagdo por eletrospray para identificacdo
dos flavonoides nao coloridos de pdlen apicola unifloral.

A determinagdo quantitativa de glicosideos de
flavonoides individuais em materiais vegetais é dificil
devido ao seu grande nimero e pela dificuldade de obter
todos os seus padroes. Foram descritos mais de cinquenta
diferentes glicosideos dos flavonoides mais comuns®.
Por esse motivo, na maior parte dos procedimentos
analiticos desenvolvidos para quantificar os flavonoides, os
glicosideos sao hidrolisados e as agliconas resultantes sao
identificadas e quantificadas. A hidrdlise dos glicosideos
oferece um método pratico empregado principalmente
quando se requer dados para um grande numero de
flavonoides* ou quando se deseja quantificar um grande
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nimero de amostras. Essa estratégia ja foi empregada no
nosso laboratorio para alimentos, como frutas e hortalicas
in natura e processadas, chas, erva-mate e bebidas*.

Os glicosideos sao hidrolisados por concentragdes
relativamente altas de acidos (geralmente HCl) numa
mistura de metanol aquoso (50:50, V/V)**. Esfor¢os tém
sido realizados para desenvolver ou otimizar procedimentos
de hidrdlise e extracdo que garantam uma extragao eficiente
sem resultar na degradacao de agliconas, a fim de obter
uma recuperagio quantitativa desses compostos®+-,

Embora seja possivel otimizar processos (tais
como as condi¢des de extracio e hidrolise dos flavonoides)
por métodos empiricos que avaliam um fator de cada
vez, estes demandam muito tempo e podem ignorar as
interagdes entre os fatores. Por outro lado, os métodos
estatisticos de otimiza¢do consideram as interagdes entre
os fatores estudadas®. Um dos métodos que permite avaliar
os efeitos dos muitos fatores e suas interagdes sobre as
variaveis de resposta é a Anédlise de Superficie de Resposta
(ASR), originalmente descrita por Box et al.”’ e empregada
com éxito em nosso laboratorio para andlise de flavonoides
em frutas e hortalicas in natura e processadas™?.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido
utilizada macicamente para quantificacdo das agliconas
dos flavonoides. A eletroforese capilar apresenta resultados
promissores, mas o nimero de trabalhos é muito menor
em relacio a CLAE. A separagio dos flavonoides por
CLAE emprega, na maior parte das analises, colunas de
fase reversa e detector de arranjo de diodos™.

Diantedesse contextoeconsiderandoanecessidade
de maior informagéo sobre os flavonoides do pélen apicola
nacional, o objetivo do presente estudo foi otimizar através
de delineamento estatistico as condicdes para extracio e
hidrolise, bem como estabelecer as melhores condigdes
cromatograficas para separagdo de quatro flavondis
(miricetina, quercetina, kanferol e isoramnetina) e duas
flavonas (luteolina e apigenina) usando CLAE/DAD em
amostras de polen apicola brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram realizados trés estudos de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para amostras
de pdlen apicola adquiridas diretamente dos produtores
e provenientes de trés estados brasileiros (Bahia, Santa
Catarina e Sao Paulo). Foram selecionadas trés amostras,
sendo uma de cada estado. As amostras estavam prontas
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para serem comercializadas (produto desidratado, limpo
e embalado). O estado de Sdo Paulo é um dos principais
estados consumidores de pdlen no Brasil no qual o preco
de venda do produto é mais elevado. Os estados de Santa
Catarina e Bahia representam dois importantes polos
produtores de polen no Brasil, além de distintas condigoes
climaticas, a saber: clima mesotérmico (subtropical imido)
em Santa Catarina e tropical ou tropical semidrido na
Bahia*. A regido do municipio de Canavieiras (BA) produz
mensalmente até uma tonelada de pdlen desidratado para
consumo no mercado nacional?’.

As amostras (com peso variando entre 200 e
300 g) foram enviadas no mesmo més da coleta em sacos
plasticos, sendo que todas se apresentavam granuladas.
Imediatamente ao receber as amostras, essas foram seladas
a vacuo usando um filme de poliamida e polietileno para
evitar absor¢ao de umidade e oxigénio e armazenadas em
freezer a 16 °C até o momento das analises, quando foram
quarteadas em quarteador de inox e, em seguida, trituradas
em moinho refrigerado, com hélice de tungsténio (M20, IKA
Labortechnik, Staufen, Baden, Ge). Em seguida, as amostras
foram tamisadas usando-se malhas de 30 mesh (600 pm)
para padronizar o tamanho das particulas de pélen.

Reagentes e Padroes

As fases moveis e as amostras foram preparadas
utilizando-se agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore,
Bellerica, EUA). Os solventes metanol e tetrahidrofurano
(THF) grau cromatografico foram adquiridos da Mallinckrodt
(Philipsburg, EUA). Acido ascérbico, acido férmico e 4cido
cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Labsynth
Ltda. (Sdo Paulo, Brasil). As fases méveis foram filtradas em
filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore (Bellerica,
EUA), com poros de 0,45 pm de diametro.

Os padrdes de miricetina (M), quercetina (Q),
luteolina (L), kanferol (K), apigenina (A) e isoramnetina
(I) foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
EUA). Solu¢ées estoque dos padrdes foram preparadas
pela dissolugdo de cada flavonoide em metanol grau
cromatografico, em concentragdo de aproximadamente
500 ug/mL e conservadas a -18 °C protegidas da luz. As
solucbes estoque apresentaram estabilidade superior a
2 meses nessas condigoes.

Equipamento e condi¢des cromatograficas

As condigdes de andlise cromatografica foram
desenvolvidas com base em trabalhos anteriores*®** e
adaptadas ao polen apicola. As andlises foram conduzidas
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em um modulo de separacio a liquido Waters (modelo
2690), (Milford, EUA), equipado com injetor manual
Rheodyne (modelo 7725i), DAD da Waters (modelo
996), controlado pelo Software Millenium 32 (Scientific
Equipment Source, Pickering, Canada). A vazdo da fase
movel foi de 0,2 mL/min e o volume de inje¢ao de 5 uL. A
quantificagdo foi fixada em 370 nm.

Para separagdo dos flavonoides agliconas foi
empregada uma coluna Symmetry C18 (2,1 x 150 mm,
3,5 um) da Waters. As condi¢des cromatograficas foram
definidas apds a realizagdo de testes com uma mistura de
padrdes dos seis compostos em estudo, M, Q, L, K, A e
I, dissolvidos em metanol, adicionado de 4cido cloridrico
e acido ascorbico, conforme o procedimento empregado
para as amostras. Neste estudo, duas combinac¢oes de fases
moveis foram testadas em varias proporgoes, em gradientes
diversos e em corridas isocraticas: 1) agua e metanol e 2)
agua, metanol e THE ambas acidificadas com 0,3% de
acido formico. Posteriormente, extratos hidrolisados das
amostras de pdlen, com ou sem cocromatografia com
padroes, foram injetados no cromatdgrafo sob as melhores
condi¢des conseguidas para os padroes, fazendo os ajustes
necessarios para a melhor resolu¢do dos picos.

A identificacdo dos flavonois e flavonas foi feita
por comparagdo dos tempos de reten¢ao, cocromatografia
e pelos espectros obtidos através do detector de arranjo de
diodos, utilizando-se padrdes.

A quantificagdo foi realizada por padronizagio
externa. As curvas de calibracdo foram construidas
pela injecdo em triplicata de solugdes-padrao em cinco
concentragdes diferentes, cobrindo a faixa de concentragio
esperada nas amostras e simulando as condi¢des de hidrolise.
Aliquotas da soluc¢éo estoque de cada padrao foram diluidas
em 1,5mL de dgua purificada em Mili-Q com acido ascérbico
(0,04% na solugdo de injegdo). A esta solugdo foi adicionado
1 mL de HCI 5M (equivalente a 1,0 M na solucio de inje¢o)
e o volume foi completado a 5 mL com metanol.

Extracéo e hidrolise dos flavonoides

A extragdo e a hidrolise dos flavonoides foram
baseadas no método de Hertog et al.”” que empregou solugao
aquosa a 50% de metanol em meio acidificado com HClem
condicées de refluxo. Acido ascérbico foi utilizado como
antioxidante, conforme a recomendacio de Hikkinen et
al.* para prevenir a degradacao de miricetina.

Amostras homogéneas de polen foram pesadas,
adicionadas de quantidade conhecida de agua (em
proporgdes de 1:3,5) e acido ascorbico e homogeneizadas

durante 2 minutos na velocidade 15 em homogeneizador do
sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG (Luzem, Suica).
Foram tomados 7,5 g desse homogeneizado, acrescidos
de 12,5 mL de metanol e 5 mL de HCl em diferentes
concentracdes molares iniciais. As solucbes de extragdo
assim obtidas consistiram-se em diferentes concentracdes
molares finais de HCl em solu¢do aquosa de metanol 50%
(v/v), com 0,04% de antioxidante (4cido ascorbico). Esses
extratos foram levados a refluxo a 90°C durante diferentes
periodos. Em seguida, foram resfriados e filtrados em funil
de Buchner com placa porosa de vidro sinterizado, nimero 2.
O volume foi completado a 50 mL com metanol e as solu¢des
foram homogeneizadas manualmente. Aliquotas médias de
2 mL foram filtradas em filtro de PTFE (Millipore, Bellerica,
EUA) de 0,45 um de diametro, antes da analise por CLAE.

Planejamento experimental e analise de superficie de
resposta

A otimizagio das condicdes de extragio e hidrolise
dos flavonois e flavonas de trés amostras de pdlen (uma
amostra de cada estado — Bahia, Sdo Paulo e Santa Catarina)
foi realizada por meio da Analise de Superficie de Resposta,
com o objetivo de obter eficiéncia maxima de extragdo e
hidrélise sem promover degradagao dos flavonoides. A
avaliacdo dos efeitos da concentragio do acido (0 a 2 M)
e do tempo de hidrdlise (0 a 60 minutos) sobre a eficiéncia
da extracéo e hidrélise dos flavonoides foi realizada através
de trés DCCRs”, ou seja, planejamentos 22, incluindo 4
ensaios nas condi¢oes axiais e 4 repeticdes no ponto central,
totalizando 12 experimentos conduzidos aleatoriamente.

A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento
com as distintas condi¢des de hidrolise para determinagio
das concentragdes de flavonoides nas amostras de pélen
estudadas. Os resultados obtidos foram analisados
estatisticamente utilizando-se o pacote Statistics for Windows,
versao 6.0 da Statsoft South America (Sao Caetano do Sul,
Brasil). Verificou-se a possibilidade de ajuste de modelos
codificados de segunda ordem através da Equagao 1.

A andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada
para cada flavonoide extraido das amostras de pdlen,
verificando-se a adequagdo dos modelos para obtencéo e
analise das superficies de resposta:

Y=b,+bx +bx,+b,x,+b,x,, +b xx, Equagio (1)
Onde b, b,, b,, b,,, b,, e b, representam os

coeficientes de regresso, x, a concentra¢ao molar de HCI
e X, o tempo de hidroélise nos valores codificados.
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Validagao da extra¢ao e método cromatografico

A faixa linear foi verificada para flavondis e
flavonas estudados. Os limites de deteccio (LD) e de
quantificagio (LQ) foram calculados como a minima
concentragio correspondente a 3,3 x (SD/S) e 10 x (SD/S),
respectivamente, sendo SD o desvio-padrao do branco e S
ainclina¢do da curva analitica®. Para comprovagao pratica
dos valores calculados, estes foram injetados nas condigoes
estabelecidas para a analise por CLAE.

Para verificar precisio do método, valores de
sete repeticdes foram obtidos para uma amostra de pdlen
apicola contendo cinco dos seis flavonoides estudados. Esse
experimento foi realizado na condi¢do 6tima de hidrolise:
1,0 M de HCl, durante 30 minutos.

Para verificar a exatiddio do método, foram
realizados testes de recuperacio (em triplicata) com
adicdo de padrdo em niveis de concentragdo de 250, 350,
470, 280, 360 e 260 ug/g de pdlen para os flavonoides M,
L,Q,I,Ke A, respectivamente. Esses niveis correspondem
arespectivamente 14%, 34%, 46%, 46% e 30% dos valores
médiosdosflavonoides M, L, Q,IeK, obtidos nas amostras
de polen estudadas. Para as amostras fortificadas, o
padrao foi adicionado a amostra homogeneizada, que foi
misturada e deixada por 20 minutos para acomodac¢io
do padrao na matriz. As amostras sem ou com adicido
de padrdes foram, entdo, submetidas a extragdo/hidrdlise
otimizadas neste estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condigdes cromatograficas

Com a fase movel dgua e metanol, acidificados
com 0,3% de 4acido férmico, nio foi possivel uma boa
separagdo entre os picos de isoramnetina e apigenina.
Conseguiu-se uma boa separagio dos compostos em
estudo adicionando-se o solvente THF a fase movel.
Para facilitar e sistematizar a otimiza¢do da separacio
cromatografica, inicialmente a forga cromatografica
6tima para a separagdo dos compostos foi selecionada
empiricamente, por tentativa e erro até a obtencao de
uma fase moével de forca cromatografica elevada, de
modo que todos os componentes eluiram com tempo
de retengdo semelhante ao de um composto nédo retido
(Figura 1-A). A composicao dessa fase movel foi 50:33:17
(v/v) de metanol:THF:agua, acidificados com 0,3% de
acido férmico. A seguir, sucessivamente, a composi¢ao
da fase movel foi modificada de modo a diminuir a forga
cromatografica até conseguir a separa¢ao dos compostos
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Figura 1. Método empirico para obten¢io de fase mével com a
forca cromatografica dtima para separagdo de flavonoides agliconas
(M:miricetina, L: luteolina, Q: quercetina, A: apigenina, I: isoramnetina
e K: kanferol): (A) Fase mével (FM): Metanol: THF:H,O 50:33:17,
(B) FM: Metanol:THF:H,O 42:28:30, (C): FM: Metanol:THF:H,O
35:23:42; (D) FM: Metanol:THF:H,O 26:17:57. Coluna: Symmetry
C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um). FMs acidificadas com 0,3% de dcido
foérmico), Condigdes cromatograficas: vazao 0,2 mL min™'; volume de
injegdo: 5 pL; detecgdo: UV, 370 nm

no intervalo de tempo desejado, sempre com corrida
isocratica (Figuras 1-B, C e D). O fluxo da fase movel
foi de 0,2 mL/min e o volume de injegdo foi de 5 uL. O
cromatograma tipico dos flavonoides agliconas obtidos
(fase movel: Metanol:THF:H,O 26:17:57) (Figura 1-D)
mostra que os flavonoides M, L, Q, A, I e K eluiram nesta
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sequéncia nos tempos de reten¢do de 10,9 minutos, 14,3
minutos, 18,5 minutos, 20,1 minutos, 24,3 minutos e 29,8
minutos, respectivamente.

Analise dos resultados dos DCCRs utilizados na
otimizagdo da extragao/hidrolise das agliconas
Observa-se na Tabela 1 que as trés amostras
revelaram diferencas qualitativas e quantitativas nos
flavonoides estudados. A amostra do estado da Bahia
apresentou os flavondis quercetina, isoramnetina e
miricetina. A amostra do estado de Sao Paulo teve os
flavondis quercetina, isoramnetina e kanferol, enquanto
que a amostra do estado de Santa Catarina continha os
flavonois quercetina, miricetina ekanferol,alémdaflavona
luteolina. Apigenina nao foi encontrada em nenhuma das
amostras investigadas. Analisando as respostas de cada
flavonoide, ha uma grande amplitude de concentragoes
nas amostras estudadas, o que dificulta o estabelecimento
de uma condi¢do unica (de concentracido de acido e de
tempo de hidrélise) que otimize a extragao e hidrolise
simultanea de todos os flavonoides e garanta respostas
maximas. A concentragdo de quercetina, por exemplo,
variou de menor que LD a 60,6 + 3,9 pg/g, de 422 a 2640

+ 50 pg/g e de 36 a 2715 + 30 ug/g, respectivamente, nas
amostras dos estados da BA, SP e SC.

Na etapa de hidrolise e extragdo, os agtcares
devem ser liberados para identificacido e quantifica¢do
das agliconas. Para tanto, as condi¢des de hidrolise
devem proporcionar a ruptura completa das ligagdes
glicosidicas, mas a0 mesmo tempo ser suficientemente
brandas de modo a evitar a degradacao das agliconas.
Altas concentragoes de acido durante um longo periodo
podem promover uma hidrélise completa, porém podem
acelerar degradacdo. Baixas concentragdes de acido por
curto periodo de tempo, por outro lado, podem resultar
na hidrélise incompleta. Deste modo, as melhores
condi¢cdes devem ser alcangadas quando se utiliza uma
baixa concentragio de dcido durante maior periodo
de tempo ou um tempo de hidrdlise mais curto com
concentra¢do mais elevada de acido. Essas condicoes
dependem dos tipos de glicosideos presentes na amostra
e do tipo de matriz analisada®”.

Tais consideragdes foram confirmadas no
presente trabalho, como se observa na Figura 2 contendo
os cromatogramas obtidos da amostra de polen do estado
da Bahia submetida a diferentes condi¢oes de extracdo/

Tabela 1. Condi¢des experimentais do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e as respostas para os flavonoides analisados nas

amostras de polen apicola

Valores Valores Concentragao de flavonoides (ug/g)
_ codificados ek Pélen BA Polen SP Polen SC
Eosalo =~ X, X, Q I M Q I K M L Q K
(M) (min.)

1 -1 -1 0,3 9 nd 45,50 3796,17 996,42 nd nd 602,82 392,18 235,75 nd
2 -1 +1 0,3 51 54,40 1408,13 2983,41 2468,98 88,51 159,39 546,39 408,48 575,71 81,36
3 +1 -1 1,7 9 27,02 608,66 3733,97 2442,32 55,77 91,17 1025,19 577,37 2297,28 910,13
4 +1 ARl 1,7 51 22,34 921,99 1891,86 1610,50 103,26 124,13 447,21 560,88 1627,68 737,91
5 -1,41 0 0 30 nd <LD 3332,08 481,20 nd nd 734,05 504,25 36,03 nd
6 +1,41 0 2,0 30 48,48 1157,13 871,28 758,81 57,67 84,12 493,24 551,02 1558,80 693,07
7 0 -1,41 1,0 0 nd nd 2952,10 422,16 nd nd 675,32 527,97 185,49 nd
8 0 +141 1,0 60 62,11 1567,88 3074,06 2483,47 156,33 216,49 876,61 639,92 2431,68 1112,81
9 0 0 1,0 30 65,16 1378,13 3366,07 2697,17 12891 24542 971,60 612,85 2695,66 1210,95
10 0 0 1,0 30 59,69 1404,21 3373,10 2661,01 136,86 232,12 943,06 627,94 2689,27 124552
11 0 0 1,0 30 61,73 1405,53 3434,53  2622,65 128,41 248,57 977,83 622,38 2721,35 1234,82
12 0 0 1,0 30 55,66 1325,22 2972,44  2580,94 141,28 218,63 1012,56 605,24 2754,21 1208,98

Média + Desvio-padrio das 60,56 1378,27 3286,54 2640,44 133,87 236,19 976,26 617,10 2715,12 1225,07
condi¢des dos pontos centrais +3,97 +£37,55 +£211,64 +49,99 +6,28 +13,70 28,54 +10,07 +29,52 +18,00

BA: Bahia; SC: Santa Catarina; SP: Sio Paulo. X, = concentragdo molar de HCI, X, = tempo de hidrélise (minutos), M = miricetina, L = luteolina,
Q = quercetina, I = isoramnetina, K = kanferol, nd = ndo detectado (>LD); LD = Limite de Detec¢do: miricetina = 1,04; luteolina = 0,88;
quercetina = 0,89; isoramnetina = 0,82; kanferol = 1,19 ug/mL, LQ = Limite de Quantificagdo: miricetina = 3.70; luteolina = 3.16; quercetina = 3.19;

isoramnetina = 2.95; kanferol = 4.25 ug/mL
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Tabela 2. Equagdes que representam os teores de agliconas (Y) em fungio da concentragdo molar de HCI (x,) e tempo

de hidrdlise (x,) presentes nas amostras de pdlen analisadas

EQUACAO Y = (ug Flavonoide aglicona /g pélen) R? F.. |
Origem
(Valores de x, e x, codificados) (o, v, V)

Q Y = 60,56 + 14,79 x, - 18,59 x 2+ 10,35 x, - 15,18 x,2 - 14,7 X X, 085 670 311

BA 1 Y=137827 + 414,05 - 383,65+ 286,79 x,- 280,96 x,* - 262,32 x X, 0,86 722 3,11
M Y = 3285,95 - 766,87 x, — 456,28 x * 0,81 19,35 3,01

Q Y =2640,44 - 799,43 x*+ 437,82 x, - 383,03 x,> - 576,10 x X, 0,76 5,67 2,96

SP I Y = 133,87 + 27,20 x, - 50,42 X12+ 36,45 x, - 25,76 X22 0,90 15,50 2,96
K Y = 236,19 + 38,91 x, - 92,43 X2+ 45,26 X, - 59,34 x* 087 12,01 296

M Y =976,26 - 121,87 x, - 191,16 x> + 75,98 x, - 109,99 x,” - 130,39 x X, 0,90 10,65 3,11

L Y =617,10 - 62,5x* + 61,99 x, - 34,34 x ? 0,79 9,95 2,92
g Y =2715,12 + 227,99 x, - 926,08 x? + 786,26 X, - 670,49 X 2 092 2045 296
K Y =1225,07 + 111,16 x, - 444,05 x> + 392,55 %, - 339,11 x? 0,95 32,70 2,96

BA: Bahia; SC: Santa Catarina; SP: Sdo Paulo; R*=coeficiente de determinagdo; F,, = (QMpgias/ QM

s M = miricetina, L =

esidu

luteolina, Q = quercetina, I = isoramnetina, K = kanferol, a = nivel de significdncia (15%); VR = graus de liberdade da regresscio;

vr = graus de liberdade dos residuos

hidrolise: (A) sem HCI por 30 minutos, onde pode-se
observar a presenca de glicosideos, indicando a auséncia de
hidrdlise dos mesmos a agliconas; (B) com HCI 1,0M por
30 minutos, condi¢do dtima, obtida a partir das superficies
de resposta, onde pode-se verificar que os glicosideos
foram hidrolisados; e (C) com HCI 1,7M por 51 minutos,
condi¢do na qual os compostos de interesse ja sofreram
degradagdo, apresentando teores menores ou inexistentes.
Para algumas amostras e condigdes de hidrolise observou-
se a presenca de picos de degradagao.

A Tabela 2 apresenta as equacdes codificadas
com o0s parametros estatisticamente significativos,
os coeficientes de determinacdo (R?), F calculados e
F tabelados obtidos para as agliconas extraidas de amostras
de pélen dos estados da Bahia, Sao Paulo e Santa Catarina.
Para elaboragdo dos modelos, em funcdo das variaveis
estudadas, adotou-se 15% de significancia na avaliagdo
estatistica dos coeficientes de regressao obtidos, devido a
variabilidade da amostra em estudo.

Pelos coeficientes de determinagio (R?) e
F calculados obtidos, observa-se que os resultados
experimentais tiveram um bom ajuste aos modelos
propostos (R? entre 0,85 e 0,95) com exce¢do da extragdo/
hidrdlise de quercetina em pdlen do estado de Sao
Paulo, luteolina em poélen do estado de Santa Catarina e
miricetina em poélen do estado de Sdo Paulo com R* de
0,76; 0,79 e 0,81. Estes valores mais baixos podem ser
considerados estatisticamente aceitaveis, tendo-se em vista
aheterogeneidade dasamostras de polen. Assim, as analises
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Figura 2. Cromatogramas dos flavonoides agliconas Q = quercetina,
I = isoramnetina, K = kanferol dos extratos hidrolisados de polen do
estado da Bahia, obtidos apés diferentes condigdes de hidrdlise (A) sem
HCI por 30 minutos, (B) com HCI 1,0M por 30 minutos e (C) com HCl
1,7M por 51 minutos. Coluna: Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um),
fase movel Metanol: THF:H,0O 26:17:57 (acidificados com 0,3% de acido
férmico) em corrida isocratica. Condigdes cromatograficas: vazdo
0,2 mL min; volume de inje¢do: 5 pL; detec¢do: UV, 370 nm
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Figura 3. Curvas de contorno para a concentrag¢ao das agliconas miricetina, luteolina, quercetina, isoramnetina
e kanferol como uma fungdo do tempo (minutos) e da concentragdo de acido cloridrico (M) em amostras de
polen apicola provenientes dos estados: Bahia (BA), Sdo Paulo (SP) e Santa Catarina (SC)

de superficie de resposta foram realizadas e apresentadas
pelas curvas de contorno da Figura 3 para se determinar as
faixas da concentracio molar de HCl e tempos de hidrdlise
e obter a indica¢do das condicoes ideais de hidrdlise.

A condi¢ao que maximiza a quantificagdo de
todas as agliconas presentes nas amostras estudadas
simultaneamente é 1,0M de HCI por 30 minutos, que
corresponde aos valores definidos no ponto central do
planejamento experimental, condi¢do esta realizada em
quadruplicata para cada amostra de pélen. Assim, as
concentragdes maximas de flavonoides em pg/g obtidas
para as trés amostras analisadas estdo apresentadas
na Tabela 1, com os valores médios e seus respectivos
erros-padrao.

Nos estudos qualitativos, visando ao isolamento
e a identificagdo dos flavonoides presentes em pdlen
apicola, foram usadas distintas condicdes de tempo,
concentracido de acido e temperatura para hidrolise dos
mesmos. Tomas-Barberan et al.’ e Tomas-Lorente et
al.'”® procederam com a hidrdlise em HCI 2M a 85 °C,
durante 45 min, enquanto Dauguet et al.'* utilizaram
H,SO, 2M a 100 °C, durante 30 min. Outros autores
empregaram metanol:HCl 3M 1:1, a 100 °C durante 10
min® ou 15 min.". Nestes trabalhos a hidroélise foi feita
como parte do método de identificagdo dos flavonoides e
sem investigagdo da melhor condigao do binémio tempo/
concentracao de acido para maximizar a hidrélise dos
glicosideos. Os resultados obtidos no presente estudo
evidenciam a necessidade de proceder com tal andlise para

obter valores confidveis destes compostos em trabalhos
quantitativos, confirmando a observacio dos autores que
avaliaram o teor de flavonoides em outras matrizes?*.

Avaliagao da metodologia analitica

As curvas-padrdo passaram pela origem e
apresentaram boa linearidade nas faixas de concentragdo
estabelecidas (M: 5,3 - 159 ug/mL; L: 0,9 - 141 pg/mL;
Q: 1,1 - 106 pg/mL; A: 4,7 — 94 pg/mL; I: 0,3 — 75 pg/mL;
K: 0,4 - 38 ug/mL). Os coeficientes de correlagao obtidos
foram superiores a 0,99 (M = 0,9962; L = 0,9996; Q =
0,9985; A =0,9991;1=0,9992; K = 0,9878) e 0s coeficientes
de variacdo entre as triplicatas foram inferiores a 2,4 (M =
1,4 L=11;Q=1,0 A=241=24; K=2,4). Os limites
de deteccdo obtidos para M, L, Q, A, I e K foram de 1,04;
0,88; 0,89; 1,64; 0,82 e 1,19 pg/mL, respectivamente. A
precisdo (repetitividade) do método foi demonstrada pelos
coeficientes de variagdo de sete replicatas de uma amostra
de poélen do estado de Sdo Paulo (M: 2,33%, L: 1,77%; Q:
1,97%; I: 1,45%; K: 1,36%). As quantidades adicionadas
de flavonoides para o estudo de recuperacio foram: M
= 246,95 ug/g, L = 350,39 ug/g, Q = 468,74 ug/g; A =
262,79 ug/g; 1=1279,56 pug/g e K = 363,43 pg/g. As taxas de
recuperagdo para os diferentes flavonoides presentes em
uma amostra de pélen do estado da Bahia foram: M: 99%
(CV =4,7%), L: 98% (CV =0,8%), Q: 95% (CV = 3,5%), A:
97% (CV =0,4%), I: 90% (CV =5%), K: 90% (CV = 3,3%).
Essas caracteristicas comprovam o bom desempenho do
método analitico.
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CONCLUSAO

A andlise por superficie de resposta foi
imprescindivel na otimizacdo do método de extracdo e
hidrdlise dos flavonois e flavonas, sendo possivel estabelecer
as condigdes dtimas de concentracido molar de HCl e tempo
de hidrolise para amostras de pélen apicola (1,0 M durante
30 minutos). A melhor condigdo cromatografica para a
determinagao de flavondis e flavonas nas amostras de pdlen
estudadas foi obtida com o uso de coluna de fase reversa
C18 Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 pm) e fase mével de
metanol:tetrahidrofurano:agua (26:57:17) acidificados com
0,3% de 4cido formico em corrida isocratica. As condi¢des
estabelecidas para a determinagio de flavondis e flavonas
em pdlen apicola permitiram uma quantificagdo rapida e
confiavel dos flavonoides miricetina, luteolina, quercetina,
isoramnetina e kanferol das amostras estudadas.
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RESUMO

O estudo relata as analises comparativas realizadas entre a composicio fisico-quimica de amostras de
mel de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) e amostras de mel de abelhas sem ferrdo (Scaptotrigona
bipunctata H.). As amostras de mel de S. bipunctata foram colhidas em Mauriti-CE e as de A. mellifera
foram coletadas em Limoeiro do Norte-CE. Os parametros analisados foram: hidroximetilfurfural, sélidos
insoltveis em agua, aguicares redutores, sacarose aparente, cinzas, acidez livre, umidade, Brix e pH. Os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e a comparag¢do de médias foi feita pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. As amostras analisadas apresentaram diferenca significativa
em alguns parametros avaliados, destacando-se a umidade, agticares redutores e hidroximetilfurfural.
O pH foi o0 unico pardmetro que nio apresentou diferenca estatisticamente significativa. Este estudo
ressalta a necessidade de efetuar a implementagdo de uma legislagdo especifica que trate da qualidade dos
méis de abelhas nativas, uma vez que diferencas significativas foram verificadas em alguns pardmetros
fisico-quimicos entre as amostras analisadas.

Palavras-chave. Apis mellifera L., Scaptotrigona bipunctata H., controle de qualidade.

ABSTRACT

This study aimed at performing the comparative analysis on the physical-chemical composition between
the honey from Africanized bees (Apis mellifera L.) and the honey from stingless bees (Scaptotrigona
bipunctata H.). The S. bipunctata honeys were collected in Mauriti-CE and the A. mellifera honeys were
from Limoeiro do Norte-CE. The parameters analyzed were: hydroxymethylfurfural, solid insoluble in
water, reducing sugars, apparent sucrose, ash, acidity, moisture, pH and Brix. The results were examined by
analysis of variance (ANOVA), and the comparison of the means was done by Tukey test at 5% probability.
The honeys samples showed significant differences in some parameters, especially on moisture, reducing
sugars and hydroxymethylfurfural. The pH was the unique parameter which showed no statistically
significant difference. This study evidenced the need in implementing a specific legislation to deal with the
quality of the honey from native bees, since significant differences were observed in some physiochemical
parameters in the analyzed samples.

Keywords. Apis mellifera L., Scaptotrigona bipunctata H., quality control.
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INTRODUCAO

Segundo Rossi et al.!, o mel é apreciado por
seu sabor caracteristico e pelo seu consideravel valor
nutritivo. A sua matéria-prima, monossacarideos de
moléculas simples, é o néctar das flores ou exsudatos
sacarideos das partes vivas das plantas, que é coletado
pelas abelhas meliferas, desidratado e armazenado em
alvéolos nas suas colmeias.

A composi¢do do mel depende, basicamente,
da composi¢do do néctar da espécie vegetal produtora
e da espécie de abelha que o produz, conferindo-lhe
caracteristicas especificas enquanto que as condi¢des
edafoclimaticas e o manejo do apicultor tém menor
influéncia nesta composicao?.

Embora produza mel em menor quantidade,
as abelhas sem ferrdo (nativa) fornecem um produto
diferenciado do mel de Apis mellifera, possuindo
consumidores distintos, dispostos a pagar altos pregos
pelo produto’. Segundo Souza et al.%, o mel das abelhas
sem ferrdo (nativa) é um produto que tem apresentado
uma demanda crescente de mercado, obtendo precos
mais elevados que o das abelhas do género Apis em
diferentes regides do Brasil.

De maneira geral, o mel das espécies nativas tem
como principal caracteristica a diferenciacdo nos teores
da sua composi¢do, destacando-se a umidade, que o
torna menos denso que o mel das abelhas africanizadas
(A. mellifera), exigindo maiores cuidados quanto
a sua conservaciao>®.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos
no tocante a investigagdo das caracteristicas fisico-
quimicas de méis de abelhas africanizada e nativa: Souza
et al.* estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de
amostras de mel de Melipona asilvai provenientes da
regido semiarida do Estado da Bahia; Rodrigues et al.’
analisaram fisico-quimicamente méis das abelhas Apis
mellifera e Melipona scutellaris produzidos em duas
regioes no Estado da Paraiba; Alves et al.® estudaram as
caracteristicas fisico-quimicas de amostras de mel de
Melipona mandacaia provenientes do municipio de Sao
Gabriel, regido semidrida do Estado da Bahia; Welke
et al.” caracterizaram fisico-quimicamente méis de Apis
mellifera L. da regido noroeste do Estado do Rio Grande
do Sul; Moreti et al.!® estudaram as caracteristicas fisico-
quimicas de amostras de méis de Apis mellifera L. do
Estado do Cear3; Silva et al.'! analisaram a composicao
tisico-quimica de amostras de mel de abelhas zamboque

(Frieseomelitta varia) da regiao do Serid6 do Rio Grande
do Norte; Anacleto et al.'? pesquisaram a composicio de
amostras de mel de abelha Jatai (Tetragonisca angustula)
do municipio de Piracicaba/SP; Freitas etal.”’ pesquisaram
parametros fisico-quimicos do mel de abelha sem ferrdo
(Melipona subnitida) do municipio de Limoeiro do
Norte/CE, ap6s tratamento térmico; Abadio Finco et al.**
estudaram as propriedades fisicas e quimicas do mel de
Apis mellifera da regiao sul do Estado do Tocantins.

Existe no Brasil uma legislagdo especifica
para mel, a qual estabelece parimetros de controle
de qualidade para o produto, com indicacio das
analises e métodos a serem empregados'’, mas essa
regulamentacdo, baseada em legislacdes europeias,
s6 atende as caracteristicas do mel de A. mellifera
L., ndo contemplando o mel das abelhas sem ferrio,
nativas do pais, como os da Scaptotrigona bipunctata
H., que apresentam diferencas em alguns parametros
fisico-quimicos.

O mel de A. mellifera e os seus produtos sdo
amplamente comercializados em todo o mundo. A
composi¢ao do mel dessa espécie ja é conhecida, assim
como os fatores que podem afetar a sua qualidade. O
mesmo ndo ocorre com o mel de abelhas sem ferrao.
Como sdo quase uma exclusividade dos trépicos, o mel
dessas abelhas demorou a ser conhecido pelo restante
do mundo. Por essa razdo, o estudo teve por objetivo
realizar andlises comparativas entre a composicio
fisico-quimica de méis de abelhas africanizadas
(Apis mellifera L.) e méis de abelhas sem ferrdo
(Scaptotrigona bipunctata H.), contribuindo como fonte
de dados no possivel desenvolvimento de uma legisla¢ao
especifica para o mel desse tipo de abelha.

MATERIAL E METODOS

Local de realizac¢io dos experimentos

A pesquisa foi realizada nas cidades de Mauriti
e Limoeiro do Norte-CE no primeiro semestre de 2007.
O municipio de Mauriti esta localizado na regido do
Cariri cearense, distante 491 km de Fortaleza pela BR-
116. Faz divisa com os municipios de Barro, Milagres e
Brejo Santo e com os estados da Paraiba e Pernambuco.
Apresenta coordenadas de 7°23’S e 38°46’0. O municipio
de Limoeiro do Norte esta localizado na regido do Vale
do Jaguaribe, distante 205 km de Fortaleza. Faz divisa
com os municipios de Quixeré, Russas, Morada Nova,
Sao Jodo do Jaguaribe e Alto Santo e com o Estado do Rio
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Grande do Norte. Apresenta como vias de acesso a CE-
377 e a BR-116 e coordenadas de 5°09°S e 38°06°O.

Coleta das amostras

Os méis de Scaptotrigona bipunctata foram
coletadosem Mauriti/CE, diretamente dos potes de alimento
presentes no interior das colonias, por meio de seringas,
para que ndo ocorressem prejuizos as abelhas e aos proprios
potes de alimento. As amostras foram acondicionadas em
frascos de vidro esterilizados e mantidas sob refrigeracdo
para a posterior realizagdo das analises fisico-quimicas.

Os méis de Apis mellifera utilizados nos ensaios
foram coletados em Limoeiro do Norte/CE, de pontos que
comercializam produtos apicolas, como lojas de produtos
naturais, farmadcias e supermercados.

Foram analisadas 16 amostras de méis das duas
espécies de abelha, onde 8 amostras correspondiam a
méis de A. mellifera e 8 amostras correspondiam a méis
de S. bipunctata.

Os méis de abelha sem ferrao foram conduzidos
ao Laboratorio de Quimica de Alimentos da FATEC/
Cariri-CE e os méis de abelha africanizada foram
direcionados ao Laboratério de Bromatologia da FATEC/
Limoeiro do Norte-CE, para andlises.

Analises fisico-quimicas
Os procedimentos analiticos nos méis de abelhas
africanizada e nativa foram realizados conforme segue:

Hidroximetilfurfural: = A  determinacio do
hidroximetilfurfural utilizada foi a quantidade, na qual,
em meio acido o 4acido barbiturico condensa-se com o
HMF formando um composto de coloracéo vermelha'®.

Sélidos Insoltiveis em Agua: O teor de sdlidos insoluveis
em agua do mel foi determinado por gravimetria'.

Actcares Redutores: Os aglcares redutores foram
determinados de acordo com Lanara'. Esse método,
conhecido como Lane e Eynon, baseia-se na redugio de
volume conhecido de reagente de cobre alcalino (Fehling)
a 6xido cuproso. O ponto final é indicado pelo azul de
metileno que é reduzido a sua forma leuco por um
pequeno excesso do agticar redutor.

Sacarose Aparente: Como os grupos redutores aldeido

e cetona nao se encontram livres na sacarose, efetuou-
se uma hidrolise 4cida, tendo como resultado duas

134

moléculas de agticares redutores, uma de glicose e uma
de frutose, que foram determinadas quantitativamente
pelo método Lane e Eynon descrito em Lanara'c.

Cinzas: A quantidade de cinzas nos méis foi
determinada através da incineracdo das amostras em
mufla aquecida a 600 °C".

Acidez Livre: A metodologia utilizada foi baseada numa
titulacdo simples do mel com solugdo de NaOH a 0,05
Mol/L até atingir pH de 8,5'.

Umidade: A umidade do mel foi determinada de acordo
com a metodologia da AOAC'®. O principio deste método
consiste na determinac¢do do indice de refragao do mel a
20 °C, que é convertido para umidade através da tabela de
referéncia de Chataway.

°Brix: Foi determinado por leitura direta das amostras em
refratdbmetro de bancada do tipo Abbe.

pH: Foi determinado segundo o método eletrométrico®.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi o de blocos
inteiramente casualizados com dezesseis tratamentos e
trés repeti¢oes. Os dados foram submetidos a analise de
varidncia (ANOVA) e a comparacido de médias foi feita
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar na Tabela 1 os valores médios
dos ensaios fisico-quimicos nos méis de A. mellifera e
S. bipunctata, originarios dos municipios de Limoeiro do
Norte e Mauriti/CE. Por falta de uma legislagao especifica,
os méis de abelha nativa foram comparados com o
especificado para os méis de abelha africanizada.

Verifica-se, nos méis de abelha africanizada,
teor médio de HMF de 49,93 + 61,76 mg/Kg, para uma
variacdo de 6,08 a 194,74 mg/Kg. Ja os méis de abelha
nativa apresentaram HMF médio de 4,85 + 0,63 mg/Kg,
para uma variacdo de 4,20 a 5,80 mg/Kg. O baixo teor de
HMF observado no mel de S. bipunctata ja era esperado,
pois em méis recentemente colhidos a quantidade de
HMEF ¢é pequena. Neste quesito, o mel de abelha nativa se
enquadrou no estabelecido pela Instru¢do Normativa®,
no entanto 2 amostras de mel de abelha africanizada
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Tabela 1. Valores dos parametros fisico-quimicos nos méis de Apis mellifera e Scaptotrigona bipunctata

HME I::(:li:'}:r):is Iiﬂi::)r::s i;ﬁ‘:tz Cinzas ﬁ:irzz Umidade pH *Brix

AMOSTRA  (mg/Kg) ) (%) (%) ) (mEqKg) )

Afrc. Nat.  Afrc. Nat. Afrc. Nat. Afrc. Nat. Afrc.  Nat. Afrc. Nat. Afrc. Nat. Afrc. Nat. Afrc. Nat.
01 19,009 4,20° 0,46%% 0,32¢% 77,90° 61,35° 0,49" 3,24 0,25¢ 0,85* 20,23 39,35 18,72¢ 24,50 3,53* 3,49* 78,80° -
02 194,75 5,80° 1,55 0,24% 69,55 58,14° 0,77" 5,54* 0,32¢¢ 0,88* 118,41* 37,78 18,48% 24,50® 3,44* 4,53 79,05° -
03 69,35° 4,90 0,77°¢ 0,20¢ 67,58¢ 59,95¢ 3,594 4964 0,45 0,79 79,60° 37,96 19,24>¢ 2500 3,67° 3,60° 78,28* -
04 19,00¢ 4,10° 0,67°¢ 0,27% 70,31 61,06° 3,63 528% 0,26¢ 0,81* 20,88 39,00¢ 18,88¢ 24,60 3,41* 3,67* 78,83* -
05 6,08 520° 091> 0,308 74,13% 60,93¢ 1,398" 4,12 0,56 0,84* 24,58 38,50 20,40°¢ 24,67 3,30° 4,23* 77,39* -
06 37,05¢ 5,40° 0,49%f 0,218 75,75® 59,43¢ 2,59% 508% 0,42¢¢ 0,81*° 34,76% 38,99 19,03 24,92* 3,57° 3,89* 77,58* -
07 14,68¢ 5,00° 0,55 0,318 68,01 60,45° 0,99 3,99l 0,34« 0,82 40,87° 37,80 18,95¢ 24,78* 3,45 4,02* 78,91* -
08 39,56° 4,20° 0,47%% 0,29 72,95%¢ 5879¢ 1,598 5,00¢ 0,29¢ 0,87* 25,80° 39,20 18,88¢ 24,71 3,65* 4,35* 79,00° -
MEDIA 4993 485 0,73 027 72,02 60,01 188 4,65 036 083 4564 3857 19,07 24,71 3,5 397 7848 -
DP! 61,76 0,63 037 0,04 3,75 L,I5 1,24 0,78 0,11 0,03 3522 0,65 0,58 0,18 0,13 0,38 0,66 -
CV2 (%) 123,69 12,99 50,68 14,81 5,21 1,92 6596 16,77 30,55 3,61 77,17 1,68 3,04 0,73 3,71 957 084 -
DMS? 4,55 0,27 6,17 1,45 0,24 5,49 5,48 1,63 -
F calculado  3600,38** 52,60** 38,42%* 46,25** 35,22%% 630,40** 9,22%* 1,59 -

Afrc. (Mel de abelhas africanizadas); Nat. (Mel de abelhas nativas); 'Desvio padrao; *Coeficiente de variagdo; *Diferenga minima significativa;
Médias seguidas da mesma letra, nas colunas (Afrc. e Nat.), ndo diferem estaticamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; ™ nio significativo,

* significativo a 5%, ** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F

apresentaram teor de HMF superior a 60 mg/Kg’
(Tabela 1). De acordo com Silva et al.?°, o HMF é um
parametro de avaliacdo da qualidade do mel, indicativo
do processo de deterioracdo, pois se 0 HMF aumenta
com o tempo de armazenamento isso, entdo, signiﬁca
que o mel esta se deteriorando. Durante a estocagem do
mel em temperaturas altas ocorre o desdobramento da
frutose do mel em 1 molécula de hidroximetilfurfural e
3 moléculas de agua, podendo ser criada uma camada
superficial liquida e escurecida e, assim, inutilizando o
mel para o consumo. Moreti et al.', estudando méis de
A. mellifera do Estado do Ceara, encontraram teor de
HMF médio de 15,7 mg/Kg, para uma variagao de 1,00
a 126,50 mg/kg. Anacleto et al.'?, pesquisando méis de
abelha jatai oriundos de Piracicaba/SP, encontraram
valor médio de HMF de 9,39 + 8,60 mg/Kg, para uma
variagao de variagdo de 0,75 a 30,58 mg/Kg.

A porcentagem média de sélidos insoluveis em
agua para o mel de A. mellifera (Tabela 1) foi de 0,73
+ 0,37%, para uma varia¢do de 0,46 a 1,55%. O mel de
S. bipunctata apresentou teor médio de sélidos insoluveis
em agua de 0,27 + 0,04%, para uma variagdo de 0,20 a

0,32% (Tabela 1). Todas as amostras de méis analisadas
apresentaram valores superiores ao especificado
pela legislagdo vigente'’, que estabelece 0,10 g de
insoliveis/100 g de mel. Santos et al.?!, avaliando a
qualidade de amostras de méis de abelhas A. mellifera
da regiao do Vale do Jaguaribe/CE, também obtiveram
valores semelhantes para solidos insolaveis, estando todas
as amostras com valores superiores a 0,10%. De acordo
com Silva et al.?, os sélidos insoluveis correspondem aos
residuos de cera, patas e asas das abelhas, além de outros
elementos inerentes do mel ou do processamento que
este sofreu. A realizagdo desta andlise permite detectar as
impurezas presentes no mel, tornando-se uma importante
medida de controle higiénico. Segundo Santos et al.?’, o
teor de solidos insoluveis em agua em méis é considerado
no controle de qualidade como um indice de pureza.

No tocante aos agﬁcares redutores, os méis de
A. mellifera revelaram teor médio desse constituinte
de 72,02 + 3,75%, para uma variacdo de 67,58 a
77,90%. Em contrapartida, os méis de S. bipunctata
apresentaram valor médio de agucares redutores de
60,01 £ 1,15%, para uma variacdo de 58,14 a 61,35%.
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Observa-se que todas as amostras de méis de abelha
nativa apresentaram valores de agucares redutores
acima do recomendado pela legislacao'’, que é de no
minimo 65 g/100 g de mel (Tabela 1). Anacleto et al.'?
evidenciaram em méis de abelha jatai teor médio de
agucares redutores de 55,46%, com variagdo de 48,66
a 57,97%. Abadio Finco et al.'%, estudando méis de A.
mellifera do Estado do Tocantins, encontraram teor
médio de agtcares redutores de 68,94 + 3,65%, com
variacdo de 62,70 a 76,20%.

Méis de abelha nativa possuem menor teor em
agucares e gosto mais doce, sendo a glicose e a frutose
os principais agticares encontrados, em propor¢des quase
iguais. Normalmente a frutose é predominante, sendo
um dos fatores responséaveis pela docura do mel e sua
alta higroscopicidade®.

Nos méis de abelha africanizada, observa-se
variacdo no teor de sacarose de 0,49 a 3,63%, com teor
médio de 1,88 + 1,24%, e nos méis de abelha nativa foi
verificado variacdo nesse teor de 3,24 a 5,54%, com teor
médio de 4,65 + 0,78% (Tabela 1). Verifica-se, entdo, que
todas as amostras analisadas encontram-se dentro do
limite especificado pela legislacao, que ¢ de no maximo
6 g/100 g de mel. Anacleto et al.'> encontraram em méis
de Tetragonisca angustula valor médio de sacarose de
0,95%, com variagdo de 0,13 a 1,87%. Moreti et al.'’
encontraram em méis de A. mellifera valor médio de
sacarose de 2,9%, para uma variacdo de 0,20 a 8,20%. De
acordo com Azeredo et al.?*, o teor elevado desse agticar
significa na maioria das vezes uma colheita prematura
do mel, isto é, um produto em que a sacarose ainda nio
foi totalmente transformada em glicose e frutose pela
acdo da invertase.

A porcentagem média de cinzas nos méis de
A. mellifera foi de 0,36 * 0,11%, para uma variacao de
0,25 a 0,56%. No entanto, a média desse constituinte
nos méis de S. bipunctata foi de 0,83 + 0,03%, para
uma variagdo de 0,79 a 0,88%. Observa-se que todas
as amostras de méis de abelha nativa apresentaram
valores de cinzas acima do especificado pela legislagdo
brasileira, que estabelece no maximo 0,60 g de
cinzas/100 g de mel (Tabela 1). Abadio Finco et al.**
encontraram em méis de A. mellifera teor médio de
cinzas de 0,14 + 0,09%. Souza et al.4, em estudo de méis
de abelha sem ferrdo, verificaram os seguintes teores
de sacarose: 0,20 = 0,00 (Melipona rufiventris); 0,03
+ 0,00 (Melipona seminigra); 0,40 £ 0,00 (Melipona
compressipes). Por meio da analise de cinzas, é possivel
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determinar algumas irregularidades no mel, como,
por exemplo, a falta de higiene e a ndo decantagao e/
ou filtragao no final do processo de retirada do mel
pelo apicultor®.

O teor médio de acidez, nos méis de abelha
africanizada, foi de 45,64 + 35,22 mEq/kg (variagdo de
20,23 a118,14 mEq/kg) e, nos méis de abelha nativa, o teor
médio encontrado foi de 38,57 + 0,65 mEq/kg (variagdo
de 37,78 a 39,35 mEq/kg). Esse parametro estava de
acordo com alegislagdo em todos os méis de S. bipunctata,
entretanto duas amostras de A. mellifera encontraram-se
fora do limite maximo, que é de 50 mEq/kg. Souza et al.*
verificaram em méis de Melipona asilvai teor médio
de acidez de 41,64 + 16,75 mEq/kg (variagao de 21,50
a 80,50 mEq/kg). Welke et al.’, pesquisando méis de
A. mellifera (florada 2006), encontraram teor médio de
acidez de 39,80 + 7,70 mEq/kg (variagao de 26,00 a 49,20
mEq/kg). A origem da acidez do mel deve-se a variagao
dos acidos orgénicos causada pelas diferentes fontes de
néctar, pela agdo da enzima glicose-oxidase que origina
o acido gluconico e, ainda, pela quantidade de minerais
presentes no mel.

A porcentagem média de umidade para o mel
de A. mellifera, observada na Tabela 1, foi de 19,07
+ 0,58%, para uma variacdo de 18,72 a 20,40%, no
entanto o mel de S. bipunctata revelou teor médio de
umidade de 24,71 + 0,18, para uma varia¢do de 24,50
a 25,00% (Tabela 1). Somente uma amostra de mel de
abelha africanizada foi reprovada quanto ao teor de
umidade, porém todas as amostras de méis de abelha
nativa apresentaram valores acima do referenciado pela
legisla¢ao'®, que ¢ de no maximo 20 g de agua/100 g de
mel. O contetido de d4gua no mel é uma das caracteristicas
mais importantes e constitui o segundo componente
em quantidade, variando conforme o clima, a origem
floral e época de colheita. Silva et al.?®, caracterizando
méis do Piaui, encontraram teor médio de umidade
de 19,40%, para um intervalo de variacao de 17,60 a
19,70%. Observa-se no mel maduro teor de umidade
menor que 18,50%. Se a quantidade de agua presente
no mel for superior a esse valor, maior sera o risco de
fermentagao. De acordo com Alves et al.%, o excesso de
agua encontrado em méis de abelhas nativas ¢ devido a
baixa taxa de desidratagdo do néctar durante o processo
de transformacio em mel. Souza et al.*, estudando méis
de Melipona asilvai do semiarido da Bahia, verificaram
teor médio de umidade de 29,49 + 1,46%, para uma
variacdo de 26,80 a 32,00%.
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O pH médio nos méis de A. mellifera foi de
3,50 + 0,13 (variagdo de 3,30 a 3,67) e nos méis de
S. bipunctata foi de 3,97 £ 0,38 (variagao de 3,49 a 4,53).
Moreti et al.10 caracterizaram méis de A. mellifera e
encontraram varia¢do de pH de 3,40 a 5,30, com valor
médio de 3,60. Alves et al.® estudaram méis de Melipona
mandacaia e verificaram valor médio de pH de 3,27 +
0,09 com variagdo entre 3,16 e 3,54. Anacleto et al.'?
verificaram varia¢do no pH de 3,54 a 4,64 (valor médio
de 4,10) em méis de Tetragonisca angustula. A legislagao
brasileira ndo estabelece limites para os valores de pH
no mel. Segundo Crane®, o valor de pH do mel pode ser
influenciado pelo pH do néctar, solo ou associagdo de
vegetais para composi¢ao do mel.

Os ensaios de °Brix foram realizados apenas nos
méis de A. mellifera, sendo revelado teor médio de 78,48
+ 0,66 °Brix, para uma varia¢io de 77,39 a 79,05 °Brix
(Tabela 1). Tais valores estdo proximos aos encontrados por
Silva et al.%, que verificaram valor médio de 78,70 °Brix,
em uma faixa de variacio de 76,07 a 80,80 °Brix.

CONCLUSAO

Os méis de abelhas africanizada e nativa
apresentaram diferenca  significativa em alguns
parametros analisados, destacando-se a umidade, onde
os méis de S. bipunctata revelaram maiores teores que os
méis de A. mellifera.

Os maiores teores de acucares redutores, sdlidos
insoluveis, acidez e HMF foram encontrados em méis
de A. mellifera, em contrapartida os maiores teores de
cinzas e sacarose aparente foram verificados nos méis de
S. bipunctata.

Os resultados do estudo ressaltam a necessidade
de implementagdo de uma legislacao especifica que trate
da qualidade dos méis de abelhas nativas, uma vez que
foram verificadas diferencas significativas em alguns
parametros fisico-quimicos entre os méis analisados.
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RESUMO

O consumo de vegetais minimamente processados vem crescendo devido as exigéncias dos consumidores por
produtos de facil preparo. Este produto, por ser extremamente manipulado, pode ser contaminado por micro-
organismos deteriorantes, como as leveduras, que possuem a capacidade de diminuir a vida util do alimento.
Neste sentido, visando a preocupagdo com a resisténcia de micro-organismos aos métodos de sanitizagao
utilizados pelas industrias de alimentos e diante da necessidade de maiores estudos do poder antimicrobiano
do oz6nio, este estudo teve por objetivo isolar e identificar as leveduras presentes nos vegetais minimamente
processados e verificar sua resisténcia antimicrobiana frente ao hipoclorito de s6dio e 0zénio. Foram coletadas
84 amostras de vegetais minimamente processados. Destas, foram isoladas 47 culturas de leveduras que foram
submetidas a identificacio e ao ensaio de resisténcia ao hipoclorito de sodio (50, 100, 200 e 400 ppm) e 0z6nio
(0,25¢0,5 ppm). Do total deleveduras isoladas, 85,1% corresponderam a Cryptococcus laurentii, 12,8% a Arxula
adeninivorans e 2,1% a Debaryomyces hansenii var. fabryii. Todas elas apresentaram resisténcia aos sanitizantes
hipoclorito de s6dio e 0zonio em todas as concentragdes testadas. Diante destas observa¢des, medidas devem
ser adotadas durante o processamento para evitar a contaminagdo por microbiota deteriorante.
Palavras-chave. vegetais minimamente processados, leveduras, hipoclorito de sédio, ozonio.

ABSTRACT

The consumption of minimally processed vegetables has been growing due to consumer demand for products
easy to prepare. As it is extremely manipulated, this product can be contaminated with spoilage organisms
such as yeasts, that have the ability to decrease the shelflife of food. In this sense, seeking to concerns about the
resistance of microorganisms to sanitation methods for food industries and given the need for more studies
of the antimicrobial power of ozone, this study aimed to isolate and identify the yeasts present in minimally
processed vegetables, and check their antimicrobial resistance to sodium hypochlorite and ozone. 84 samples
of minimally processed vegetables were collected. From them, 47 yeast cultures were isolated and submitted
for identification and testing of resistance to sodium hypochlorite sanitizers (50, 100, 200 and 400 ppm) and
ozone (0.25 and 0.5 ppm). From the total yeast isolated, 85.1% corresponds to Cryptococcus laurentii, 12.8% to
Arxula adeninivorans and 2.1% to Debaryomyces hansenii var. fabryii. All of them were resistant to the sanitizers
sodium hypochlorite and ozone at all concentrations tested. Given these observations, some actions must be
taken during processing to avoid contamination with deteriorative microbiota.

Keywords. minimally processed vegetables, yeast, sodium hypochlorite, ozone.
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INTRODUCAO

Os vegetais minimamente processados sao
produtos in natura, selecionados, lavados, descascados,
cortados, sanitizados, embalados e refrigerados,
tornando-se prontos para o preparo e/ou consumo.
Surgiram hd aproximadamente 30 anos nos Estados
Unidos da América (EUA) e, no Brasil, tal tecnologia
foi introduzida somente na década de 1990, devido ao
crescimento da demanda de produtos considerados de
conveniéncia ou de preparo rapido’.

Fantuzzi et al.? e Paula et al.® relataram que, para
assegurar a saude do consumidor, tais produtos devem
apresentar boa qualidade microbioldgica, que depende da
carga microbiana presente na matéria-prima, condi¢oes
em que cada etapa do processamento foi efetuada até o
armazenamento do produto.

Os fungos filamentosos e as leveduras sao
indicadores de eficiéncia do processo de sanitizacdo
de equipamentos e utensilios durante o processamento
de alimentos, pois esses micro-organismos sao
considerados agentes potenciais de deteriora¢do, com
poder de oxidacdo de diferentes substratos, como os
carboidratos®.

Bolores e leveduras sdo micro-organismos
provenientes do solo e/ou do ar, resistentes a condi¢oes
adversas, como pH dacido, baixa atividade de agua e
temperatura 6tima na faixa de 25 a 28 °C, fazendo com que
nao se desenvolvam em temperaturas de refrigeracao’®.

A agua utilizada na lavagem dos vegetais é de
grande importancia para a garantia de seguranca dos
alimentos e a adi¢do de antimicrobianos poderia melhorar
sua eficiéncia, reduzindo o risco de desenvolvimento de
micro-organismos deteriorantes e/ou patogénicos'’.

Desta forma, o processamento minimo objetiva
oferecer ao consumidor produtos préticos, semelhantes
aos frescos e com vida util relativamente prolongada,
mantendo sua qualidade nutritiva e ainda proporcionando
inocuidade do ponto de vista microbioldgico®.

Dentre algumas solu¢des desinfetantes, a mais
utilizada é o cloro, em suas varias formas. O hipoclorito
de sodio é o sanitizante mais empregado devido a sua
rapida acéo, facil aplicacio e completa dissociacdo em
agua, porém em elevadas concentragdes pode ocasionar
descoloragdo em alguns produtos®”.

O gas ozonio é um antimicrobiano pouco utilizado
no Brasil, embora seja eficiente e considerado mais seguro
do que os demais sanitizantes comumente utilizados pela
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industria de alimentos. Por esta razdo, produtores de
vegetais minimamente processados vém substituindo o
hipoclorito de sddio por tal sanitizante'®.

Conforme Lanita e Silva'’, 0 0zénio vem ganhando
destaque por ser mais seguro do que os desinfetantes
mais comuns, pois ndo deixa residuos toéxicos capazes
de alterar caracteristicas como sabor e odor. Dentre
suas diversas aplicacbes destaca-se a desinfeccdo de
equipamentos e embalagens, além de evitar a formagéo
de biofilmes microbianos.

As concentragbes de hipoclorito de sddio
recomendadas pela legislagdo na higienizacio de
alimentos variam de 100 a 250 ppm'2. Para o 0z6nio nio
existe até o momento uma legislagdo especifica para seu
uso em alimentos'.

Neste contexto, visando a preocupacio com
a resisténcia de micro-organismos aos métodos de
sanitizagdo utilizados pelas industrias de alimentos e
diante da necessidade de maiores estudos do poder
antimicrobiano do ozdnio, este estudo teve por objetivo
isolar e identificar as leveduras presentes nos vegetais
minimamente processados e verificar sua resisténcia
antimicrobiana frente aos sanitizantes empregados no
processamento, hipoclorito de sddio e ozdnio.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, amostras de
vegetais minimamente processados foram cedidas
por uma microempresa localizada no municipio de
Sao José do Rio Preto/SP e essas foram encaminhadas
ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Estadual Paulista - UNESP. Foram
coletadas 12 amostras de acelga, cenoura, couve, milho
e vagem e 06 amostras de abdbora, couve-flor, quiabo e
repolho, totalizando 84 amostras. Destas, foram isoladas
47 culturas de leveduras.

As maiores porcentagens de positividade de
isolamento foram obtidas nas amostras de milho, abdbora,
couve-flor e cenoura, com 58,3%, 50%, 50% e 41,6%
respectivamente, sendo que nas amostras de couve, quiabo
e vagem foram observadas positividade de 33,3% e, nas
amostras de acelga e repolho, de 16,6%.

Para o crescimento e isolamento das colonias
de leveduras foi utilizado o método de semeadura por
profundidade utilizando o Potato Dextrose Agar (PDA)
acidificado com acido tartarico a 10% (pH = 4). Em
seguida, cada cultura pura foi previamente submetida
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a coloragio de Gram e observada sob microscopia
optica, recebendo um coédigo de identificacdo, ou seja,
VMP_N onde VMP = vegetal minimamente processado,
¢ = numero da coleta e N = nimero da levedura isolada
desta amostra, sendo mantida em meio “Gymp” coberto
com 6leo mineral para evitar ressecamento e mantida a
8 + 2 °C para posterior identificagao.

Nos testes taxonomicos (morfologicos e
fisiologicos) foram empregados os métodos descritos por
Kreeger Van Rij'* e Barnett et al.">'®. A identificagio das
culturas foi realizada segundo chaves descritas por Barnett
et al.' e Kurtzman e Fell".

No ensaio de resisténcia aos sanitizantes foi
utilizado o dgar Sabouraud glicose, no qual foi acrescido o
hipoclorito de s6dio nas concentragdes 50, 100, 200 e 400
ppm e o 0zdnio aquoso nas concentragdes 0,25 e 0,5 ppm.
Como controle foi empregado o mesmo meio de cultura,
porém sem a adi¢do do sanitizante.

As culturas de 24-48 horas em meio “Gymp”
foram transferidas e pré-incubadas durante 3 a 5 dias a
25 °C em Yeast Nitrogen Base 0,67% liquido contendo
0,1% de glicose, sendo agitadas periodicamente para o
consumo do enddgeno. A partir dai, cada in6culo foi
transferido assepticamente para um sistema replica-plate
multitiped, que permite a inoculagdo de vinte e cinco
colonias/placa de Petri'®".

As placas de Petri foram incubadas em estufa a
25 °C com leituras de 7, 14 e 21 dias de incubacio.

A resisténcia antimicrobiana foi verificada de
acordo com a presenca de crescimento de cada levedura
no meio de cultura acrescido com os sanitizantes nas
concentragdes testadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo das leveduras

As leveduras isoladas das amostras e identificadas
estdo apresentadas na Tabela 1 de acordo com a sua origem,
sendo que os maiores percentuais corresponderam a
cenoura, couve, milho e couve-flor, os quais apresentaram
boa disponibilidade de nutrientes e umidade para o
desenvolvimento de micro-organismos®.

As culturas identificadas corresponderam as
espécies Arxula adeninivorans, Cryptococcus laurentii e
Debaryomyces hansenii var. fabryii (Tabela 2).

A espécie Cryptococcus laurentii foi a mais
frequente, compreendendo 40 culturas (85,1%), seguida
por Arxula adeninivorans com 6 (12,8%) e Debaryomyces
hansenii var. fabryii com 1 (2,1%).

A espécie Arxula adeninivorans fermenta a
glicose, galactose, sucrose, maltose, lactose, rafinose
e trealose e é proveniente de solos e de insetos. A
Debaryomyces hansenii var. fabryii possui a capacidade
de alterar o sabor do alimento e ¢ comumente encontrada
em alimentos acidos".

Cryptococcus laurentii é uma espécie nao
fermentativa, com capacidade de desenvolvimento em
elevadas concentracdes de acido e sal”’. Esta levedura
apresenta cor esbranquicada, vermelha ou laranja e pode
ser encontrada em vegetais e solos, peixes marinhos,
camardo e carne de gado crua moida®.

Seixas*'aoisolarlevedurasemsaladasdemaionese,
verificou que 76% correspondiam a Debaryomyces
hansenii var. fabryii, 16% a Cryptococcus laurentii, 4% a
Arxula adeninivorans e 4% a Candida edax.

Tabela 1. Distribui¢do do total das leveduras isoladas de acordo com o vegetal de origem

Vegetais minimamente Codigos das culturas Numero de Porcentagens

Processados (VMP _N)* culturas (n=47)**
Acelga ALA2ZA3A L 04 8,5%
Cenoura B71; le; BSZ; BQI; B92; B“l; BUZ; Bul; BIZZ 09 19,2%
Couve CLC2C3CLC1C2C 1;C 2 08 17,0%
Milho D.1;D,1;D,1;D,1; D,1; D,2; D, 1; D 1 08 17,0%
Quiabo ELE]1 02 4,3%
Repolho E.1 01 2,1%
Vagem Gsl; G91; Gml; Gnl 04 8,5%
Couve-flor HLH2H3HLH LH 2%H 3H 4 08 17,0%

*VMPN: VMP = vegetal minimamente processado; C = niimero da coleta; N = niimero da levedura isolada

*n: numero total de leveduras isoladas
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Tabela 2. Frequéncia relativa das trés espécies de leveduras isoladas

Codigo das culturas Numerode  Porcentagens
Leveduras
(VMP N)* culturas (n=47)**

Arxula adeninivorans B.;B,2D.;D1;D 1511 06 12,8%

A71; A72; A73; Anl; le; Bgl; B92; Blll; Blzl;

B122; C71; C72; C73; Csl; Cgl; C92; C“l; C“2;
Cryptococcus laurentii D71; Dsl; Dgl; D92; Dnl; ESI; Esl; FSI; Gsl; 40 85,1%

Ggl; Glol; Glll; H71; H72; H73; Hsl; Hlll;
HHZ; H“3; H“4; I71; Isl
Debaryomyces hansenii var.

B2 01 2,1%

fabryii

*VMP:N: VMP = vegetal minimamente processado; C = niimero da coleta; N = niimero da levedura isolada

*n: niimero total de leveduras isoladas

As hortaligas apresentaram uma elevada quantidade
de agua e nutrientes propiciando o desenvolvimento de
micro-organismos, sendo que o Cryptococcus sp. é um
dos géneros de leveduras mais encontrados em hortaligas,
juntamente com Rhodotorulasp., Candida sp. e Kloeckera sp.,
A contaminag¢io pode ocorrer por meio do solo, rico nesses
micro-organismos, os quais podem chegar ao alimento pelo
vento ou por insetos. A chuva pode arrastar a terra elevando
a carga microbiana, além de aumentar a umidade e favorecer
o crescimento de fungos em até 72%%.

Ensaio de resisténcia ao hipoclorito de s6dio e 0zénio

A microempresa utilizou o hipoclorito de sédio
na concentra¢io de 100 ppm no periodo em que foram
realizadas as seis primeiras coletas. Posteriormente, foi
instalado um gerador de 0zonio no tanque de sanitizagdo e
este antimicrobiano passou a ser utilizado na concentra¢ao
de 0,5 ppm. Desta forma, as leveduras isoladas foram
submetidas as concentracoes de 50, 100, 200 e 400 ppm de
hipoclorito de sddio e 0,25 e 0,5 ppm de ozdnio. E vélido
ressaltar que nao foi possivel realizar o teste com o dobro da
concentrag¢do de 0zonio, visto que o gerador se encontrava
regulado apenas para a concentragdo de 0,5 ppm.

Todas aslevedurasisoladas apresentaram resisténcia
a todas as concentracoes testadas de hipoclorito de sédio
(50, 100, 200 e 400 ppm) e de 0zdnio (0,25 e 0,5 ppm). Esses
resultados sdo insatisfatorios, mostrando que as concentragdes
utilizadas no processamento minimo sao ineficientes para
diminuir ou eliminar tais micro-organismos.

Estudos realizados por Galetti et al.*, ao testarem
o perfil de resisténcia de micro-organismos isolados de
manipuladores, superficies de contato e alimentos, durante
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o processo de produgio de frango xadrez e alcatra ao molho,
verificaram que o hipoclorito de s6dio na concentracéo de
200 ppm nao foi eficaz contra nenhuma das cepas testadas.

Pesquisas revelaram que o aumento da
concentra¢do de hipoclorito de sédio para 2000 ppm
na desinfeccio de meldes “Cantaloupe” ndo provocou
reducdo adicional na popula¢ao de micro-organismos
aerobios mesdfilos e de bolores e leveduras durante
20 dias de armazenamento a 2,2 °C*.

Em contrapartida, Both et al® constataram
que 200 ppm de hipoclorito de sédio foram eficientes
para inativagdo microbiana, com tempo de contato nao
inferior a 30 minutos.

De acordo com Chiattone et al.’* as concentragdes
de 0,5 e 1,0 ppm de ozdnio sdo capazes de reduzir
consideravelmente a carga microbiana na etapa de
sanificacdo de carne bovina maturada. Ja no tratamento
de carcagas de frango, a d4gua ozonizada foi eficiente nas
concentragdes de 3,0 e 3,5 ppm, reduzindo 58,6% de
bolores e leveduras.

Cardoso et al.*, ao avaliarem a a¢do do 0zdénio no
tratamento de dgua, constataram que a concentragdo de
4 ppm foi capaz de diminuir grande parte da microbiota
contaminante presente.

Por outro lado, Ponce et al.” verificaram redugéo
significativa de bolores e leveduras em morangos
minimamente processados sanitizados com ozo6nio na
concentragdo de 50 ppm.

A agdo germicida do ozonio variou de acordo
com o tipo de micro-organismo, sendo mais efetiva
contra células vegetativas de bactérias do que esporos
ou fungos. Esse sanitizante também combate algumas
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espécies de virus, como o da hepatite A, influenza A,
estomatite vesicular e rinotraqueite®.

Silva et al.?® ressaltaram que é importante considerar
o fato de que desinfetantes de marcas comerciais distintas
podem apresentar diferencas na eficacia antimicrobiana,
tornando necessario o monitoramento da qualidade dos
produtos disponiveis no mercado, garantindo, assim,
seguranga na etapa de sanitizagao.

Os resultados encontrados permitem inferir que
aresisténcia das leveduras aos sanitizantes é preocupante,
pois tais micro-organismos podem deteriorar o alimento,
diminuindo sua vida de prateleira. Devem ser adotadas
medidas ao longo do processamento com o objetivo
de prevenir a contaminagdo destes micro-organismos,
como a aplicagdo de maiores concentragdes de ozonio.
Em relagdo ao hipoclorito de sddio, concentracdes mais
altas ndo sao permitidas pela legislacao, pois, além de
oferecerem riscos a saide humana, podem provocar
alteragdes organolépticas nos alimentos.
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RESUMO

O estudo avaliou a qualidade microbioldgica de amostras de sashimi a base de salmio e as condi¢des
higiénico-sanitarias dos restaurantes especializados em culindria japonesa na cidade de Porto Alegre/Brasil,
licenciados pelo 6rgao especifico municipal. Cento e oito amostras coletadas de seis restaurantes foram
analisadas seguindo-se os pardmetros microbioldgicos estipulados pela RDC 12/01 da ANVISA. Das amostras
coletadas de quatro (66,6%) estabelecimentos (B, C, D e F) foram detectados coliformes termotolerantes
acima do limite estabelecido pela legislacdo, respectivamente, em 11,11%, 33,33%, 61,11% e 44,44% do total
de amostras. Staphylococcus coagulase positiva, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella sp. ndo foram isolados.
Conforme a avaliagdo global dos itens do check-list, ndo houve restaurantes com condigdes higiénico-sanitdrias
inadequadas, sendo trés (A, D, E) considerados adequados e os demais aprovados com restri¢des. Foram
encontradas inconformidades quanto a higiene, manipulacido e temperatura de armazenamento. Houve
associacdo positiva entre a temperatura aferida no pescado e o percentual de contaminagio por coliformes
termotolerantes (r, = 0,928; p = 0,008). Das amostras analisadas, 75% foram consideradas em condi¢des
sanitdrias satisfatorias, mas ha necessidade de efetiva aplicagio das Boas Préticas de Fabricagio, com énfase nos
itens de higiene de superficies e temperatura de armazenamento.

Palavras-chave. boas priticas de fabricagdo, coliformes termotolerantes, pescado, restaurantes japoneses,
sashimi.

ABSTRACT

This study evaluated the microbiological quality of salmon-based sashimi and the sanitary-hygienic conditions
of restaurants specialized in Japanese food in Porto Alegre city, Brazil, licensed by a municipal agency. One
hundred eight samples were collected from six restaurants, and microbiolgical quality was analyzed according to
RDC 12/01 ANVISA. The samples collected from four (66.6%) restaurants (B, C, D and F) were thermotolerant
coliforms positive above the limit established by legislation, being 11.11%, 33.33%, 61.11% and 44.44% of
the total analyzed samples, respectively. None of the samples showed contamination with coagulase-positive
Staphylococcus, Vibrio parahaemolyticus and Salmonella sp. According to the overall evaluation of checklist
items, none of the restaurants showed inadequate sanitary-hygienic conditions; three of them (A, D, E) were
considered adequate, and the others were approved with restrictions. Nonconformities were found in hygiene,
manipulation, and storage temperature. A statistically positive association between fish temperature and the
percentage of contamination by thermotolerant coliforms (rs = 0.928; p = 0.008) was found. Of the analyzed
samples, 75% showed satisfactory sanitary conditions, but the Good Manufacturing Practices should be applied,
especially on items related to surface hygiene and storage temperature.

Keywords. good manufacturing practices, thermotolerant coliforms, fish, Japanese restaurants, sashimi.
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INTRODUCAO

Alimentos produzidos ou manipulados em
condigoes precarias de higiene podem oferecer risco a
saude do consumidor. Alguns micro-organismos que
podem contaminar o alimento sdo patogénicos, enquanto
outros nao causam enfermidades nos seres humanos, mas
sao indicadores de condi¢des higiénicas inadequadas,
sendo sua presenca sugestiva da existéncia de micro-
organismos patogénicos'. Por ser um alimento de facil
decomposi¢do, o pescado exige cuidados especiais,
notadamente os relacionados com a conservacio pelo
frio. Do mesmo modo, estd sujeito a contaminagdo
pelos mais variados micro-organismos, adquiridos ja
no ambiente aquético ou durante as diferentes etapas de
captura, transporte e distribuicdo®?.

Algumas bactérias patogénicas estao presentes
naturalmente na agua e no ambiente, como, por exemplo,
as espécies patogénicas de Vibrio sp. que podem, portanto,
ser encontradas em peixes vivos e em pescados crus*. A
contamina¢do com patogenos de reservatdrios animal/
humano, como Salmonella sp. e Escherichia coli, pode
ocorrer na pré ou pos-captura do pescado, enquanto
a manipulagdo inadequada durante o preparo pode
introduzir no alimento Staphylococcus aureus de origem
humana, dentre outros"*>.

Em paises onde se mantém o registro das
doengas veiculadas por alimentos, o pescado contribui
significativamente para os surtos relatados, variando de
um pais para outro, dependendo do clima, costumes da
dieta e outras diferengas sociais®. Na Coreia e Japdo, por
exemplo, peixes e frutos do mar sdo os principais veiculos
de transmissao de doengas de origem alimentar’.

Nos tltimos anos, tem-se observado uma mudanga
no perfil alimentar da populagio brasileira, o que, associada
a oferta de pescado de qualidade no mercado interno,
aumentou seu consumo, em especial pela oferta de novas
formas de apresentagdo desse alimento®. Houve uma rapida
difusdo do consumo de sushi e sashimi, anteriormente
pouco disponiveis. Locais especializados nesse tipo de
culindria sdo cada vez mais frequentados, levando a
preocupagao crescente dos drgaos ligados a Saude Publica,
principalmente pelo fato de serem alimentos altamente
pereciveis, consumidos sem processamento térmico ou
fermentativo, demandando condi¢des higiénico-sanitarias
adequadas para sua preparacio e conservacao’.

A partir disso, este trabalho teve como objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica de sashimis a base

de salmao, bem como as condi¢oes higiénico-sanitarias
de restaurantes especializados em culindria japonesa na
cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Para realizagdo deste estudo foram feitas
inspe¢des sanitarias juntamente com a Equipe de
Vigilancia de Alimentos da Secretaria Municipal de
Saude do municipio de Porto Alegre em restaurantes
licenciados junto ao municipio, especializados em
culindria japonesa, onde foram colhidas amostras de
preparagoes de sashimi servidas no estabelecimento e
aplicado o check-list da legislagao sanitaria, adaptado por
esta equipe. As amostras foram coletadas logo apds terem
sido preparadas, uma vez que, nesses restaurantes, os
sashimis sdo elaborados a medida que o cliente solicita.

Apenas estabelecimentos ja licenciados junto ao
municipio foram incluidos na pesquisa. No periodo do
estudo existiam seis restaurantes que obedeciam a esse
critério. O salmédo foi escolhido devido ao fato de ser o
pescado mais empregado na preparagdo de sashimi. As
visitas aos estabelecimentos foram realizadas entre os meses
de novembro de 2009 e abril de 2010, sempre nas segundas-
feiras a noite, entre as dezoito e vinte e uma horas.

Para o calculo do tamanho das amostras de
preparagdes de sashimi, considerou-se uma média estimada
de producao de 4000 sashimis/dia, uma prevaléncia de
V. parahaemolyticus de 15%'°"*, um erro aceitavel de
10% e um intervalo de confianca de 95%. A partir disso,
determinou-se que seria necessaria a coleta de 18 amostras
em cada um dos estabelecimentos. Cada amostra foi
composta de trés sashimis a base de salmao para permitir
quesealcancasseaunidadeanaliticade25g. Imediatamente
apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos estéreis, identificadas e mantidas sob refrigeracao
(242 °C) até serem processadas.

No momento da coleta também foram aferidas
as temperaturas de exposi¢do dos alimentos utilizando
um termometro digital com mira infravermelha da
marca Minipa MT-350, com faixa de medi¢do de -30°Ca
550 °C e com precisio de +/-2 °C.

Para avalia¢ao das condi¢oes higiénico-sanitarias
dos estabelecimentos foi aplicado um check-list elaborado
pela Equipe de Vigilancia de Alimentos da Secretaria
Municipal de Satide do municipiode Porto Alegre,baseado
na legislagao vigente'*, composto por 91 itens, divididos
em oito blocos: i. edificacio, instalagdes, equipamentos,
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moveis e utensilios; ii. higienizacdo de instalagdes,
equipamentos, modveis e utensilios; iii. controle integrado
de pragas/manejo de residuos; iv. abastecimento de
agua; v. manipuladores; vi. controle de temperatura e
do tempo, matérias-primas, ingredientes e embalagens/
prepara¢ao do alimento; vii. armazenamento e transporte
do alimento preparado; e viii. exposi¢do ao consumo do
alimento preparado.

Todos os itens foram avaliados de acordo com a
adequagdo/inadequagdo com a legislacao®. A pontuagdo
de cada bloco foi calculada atribuindo-se 1 (um) ponto
para cada item adequado, sobre o total de itens por bloco, e
calculou-se o percentual deadequacio do estabelecimento.
Utilizou-se como critério de classificagdo: adequado,
acima de 75%; adequado com restricdo, entre 50% e 75%;
e inadequado, abaixo de 50% de adequacao™.

Nas amostras de sashimi foram pesquisados
todos os micro-organismos citados pela RDC 12/01
da ANVISA®, para pratos prontos para o consumo a
base de pescados e similares crus (sashimi). Os valores
maximos permitidos, por pardmetro analisado para esse
tipo de alimento sao: coliformes a 45 °C < 10° UFC/g,
estafilococos coagulase positiva < 5x10° UFC/g;
Vibrio parahaemolyticus < 10° NMP/g e auséncia de
Salmonella sp. em 25 g de alimento.

A preparagao e analise das amostras foram
realizadas conforme Silva, Junqueira e Silveira's.

A enumeragao de coliformes a 45 °C foi realizada
em Agar Vermelho Violeta Bile (VRBA, Biobrds).
Apés incubagdo por 18-24h a 37 °C, as amostras que
apresentaram colonias tipicas foram confirmadas em
caldo EC (Escherichia coli, Merck), incubadas em banho-
maria a 44,5 °C por 24-48h. Consideraram-se positivas as
reacOes dos tubos que apresentaram turvagido do meio e
produgao de gas.

A contagem de estafilococos coagulase positiva
foi conduzida em agar Baird-Parker (Merck). Apos
incubacio a 37 °C por 48h, as amostras que apresentaram
colonias tipicas foram selecionadas e submetidas a
confirmacao pela prova da coagulase.

Para o calculo do numero de coliformes a
45 °C e estafilococos coagulase positiva, multiplicou-se
o numero de coldnias contadas na placa pelo percentual
de colonias confirmadas e pelo o inverso da diluicao
utilizada para contagem.

A pesquisa de Salmonella sp. compreendeu
etapas de pré-enriquecimento em dagua peptonada
1% tamponada, incubada a 37 °C durante 18-24h;
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enriquecimento seletivo em Caldo Rappaport-Vassiliadis
(Merck) e Caldo Tetrationato (Merck) incubados a
42 °C durante 24h; e isolamento em Agar Verde Brilhante
Lactose Sacarose (BPLS, Merck) e Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD, Merck). Os meios foram incubados
a 37 °C durante 24-48h. Colonias tipicas e suspeitas de
Salmonella sp. foram confirmadas por testes bioquimicos
e aglutinagdo com antissoro somatico (PROBAC).

A estimativa da populagio de Vibrio
parahaemolyticus foi realizada por meio da técnica do
Nuamero Mais Provavel (NMP) em trés séries de trés tubos
contendo agua peptonada alcalina (APW - pH 8,5 0,2,
contendo 3% de NaCl). Todos os tubos foram incubados a
37 °C por 24h. Apos, aliquotas dos caldos foram semeadas
em Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Merck)
e incubadas a 35+2 °C por 24h. Col6nias presuntivas de
V. parahaemolyticus foram submetidas a prova de oxidase
e provas bioquimicas de acordo com Brasil".

Os dados obtidos foram analisados por estatistica
descritiva com distribui¢do de freqiiéncia absoluta e
relativa dos micro-organismos pesquisados. Para avaliar
a associacdo entre os restaurantes e o percentual de
contaminagdo por coliformes a 45 °C foi aplicado o teste
Qui-quadrado de Pearson, e as associagoes encontradas
foram avaliadas pelo teste dos residuos ajustados.
Além disso, foi aplicado o coeficiente de correlagdo de
Spearman para avaliar as associagdes entre o percentual
de contaminagéo por coliformes a 45 °C e a temperatura
do pescado. O nivel de significincia adotado foi de 5%
(p < 0,05) e as andlises foram realizadas no programa
SPSS versao 17.0%.

RESULTADOS

O percentual de conformidade geral dos
restaurantes vistoriados variou de 80,65% (restaurante
D) a 60,22% (restaurante C). Nenhum dos restaurantes
apresentou condig¢des higiénico-sanitarias inadequadas
na avaliagio global dos itens, de acordo com a
metodologia utilizada. Trés deles (A, D e E) foram
considerados adequados e os demais (B, C e F) foram
aprovados com restricdes. Dentre os itens considerados
adequados em todos os restaurantes estiveram os
relativos ao abastecimento de agua e ao armazenamento
e transporte do alimento preparado, seguidos dos itens
relacionados aos manipuladores e exposicdo ao consumo
dos alimentos preparados, com apenas um restaurante
adequado com restricio.
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Tabela 1. Escore de adequagdo das condi¢des higiénico-sanitérias a legislagao vigente dos restaurantes japoneses
(licenciados) de Porto Alegre, por bloco analisado e temperatura média aferida (°C) no salmao utilizado para as

preparagoes de sashimi

Temperatura do
Blocos
Restaurante pescado
i ii iii iv v vi vii viii

(cC)
A 1 A A A A AR A A 5,5
B AR AR I A AR AR A AR 7,2
C 1 A AR A A 1 A A 8,6
D A A AR A A A A A 12,8
E A AR A A A AR A A 7,0
F A 1 1 A A AR A A 7,6

Legenda: A - Adequado (>75% itens adequados), AR - Adequado com Restrigdo (50-75% itens adequados), I -

Inadequado (<50% itens adequados)

Blocos: i - edificagdo, instalagoes, equipamentos, moveis e utensilios; ii - higienizagdo de instalagdes, equipamentos,
méveis e utensilios; iii - controle integrado de pragas/manejo de residuos; iv - abastecimento de dgua; v - manipuladores;
vi - controle de temperatura e do tempo, matérias-primas, ingredientes e embalagens/preparacio do alimento;
vii - armazenamento e transporte do alimento preparado; viii - exposigio ao consumo do alimento preparado

A aplicacdo do check-list demonstrou que os
blocos onde se verificaram as condi¢cdes mais deficitarias
foram os referentes ao controle datemperatura e do tempo,
matérias-primas, ingredientes e embalagens/preparagdo
do alimento; controle integrado de pragas/manejo de
residuos; edificacéo, instalagdes, equipamentos, mdveis e
utensilios; e higienizagdo de instalagdes, equipamentos,
moveis e utensilios.

Todos os restaurantes mantinham o pescado
em temperaturas de armazenamento em desacordo
com a legislagdo vigente (< 5 °C). A temperatura média
encontrada e a analise dos restaurantes quanto a
adequacdo plena, com restri¢do ou inadequacio em cada
um dos blocos, pode ser observada na Tabela 1.

Os resultados das 108 andlises microbioldgicas
das amostras de sashimi colhidas em restaurantes
especializados em culindria japonesa em Porto Alegre
indicaram condi¢des microbioldgicas satisfatorias para
estafilococos coagulase positiva, Vibrio parahaemolyticus
e Salmonella sp.

Vinte e cinco por cento (27/108) das amostras
de sashimis coletadas nos seis estabelecimentos
apresentaram contagem de coliformes a 45 °C acima do
limite estabelecido, sendo consideradas em condi¢des
microbioldgicas insatisfatorias de acordo com a referida
legislacdo' e, assim, imprdprias para o consumo. Houve
diferenga significativa (p < 0,001) na contagem de
coliformes a 45°C nos diferentes estabelecimentos, sendo
o restaurante D o que apresentou o maior numero de
amostras nido conformes (Tabela 2).

Houve associagao positiva (r, = 0,928; p = 0,008)
entre a temperatura aferida no pescado com o percentual
de amostras com nimero de coliformes termotolerantes
acima do previsto na legislacao.

DISCUSSAO

Os procedimentos adequados observados no
bloco v, relativo aos manipuladores, corroboram com
a baixa contagem de estafilococos coagulase positiva
encontrada nos sashimis, provavelmente por reflexo de
uma higiene pessoal apropriada. Todo manipulador pode
transferir patégenos a qualquer tipo de alimento, mas isso
podeserevitado por meio dehigiene pessoal e manipulagao
adequada’. O sashimi recebe uma intensiva manipulacio
durante seu preparo, propiciando maior contaminagio e
relatos da deteccao de amostras de alimentos da culinaria
japonesa com contagens de estafilococos coagulase
positiva acima do permitido na legislagdo sdo frequentes
em nosso pais>****'. Entretanto, nos estudos citados, ao
contrério do presente estudo, foram analisadas amostras
provenientes de restaurantes nio especializados em
culindria japonesa e de preparagdes servidas em buffet,
0 que pode ter propiciado a manipula¢do inadequada,
a contamina¢do cruzada, a inadequada temperatura de
exposicdo e a proliferagdo de bactérias.

A mesma situagdo nao foi observada em relacio
aos coliformes a 45 °C nas amostras de sashimi analisadas,
uma vez que 25% delas apresentavam contagem acima
do permitido pela legislacio vigente. Contagens de
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coliformes termotolerantes acima do permitido também
foram relatadas em sushis e sashimis comercializados nas
cidades de Brasilia, Recife e Fortaleza*?*. Outros estudos,
também conduzidos no Brasil, relatam percentuais de
amostras contaminadas ainda mais elevados, entre 47,5 e
60%>***, evidenciando que existem problemas durante o
processo, tanto na qualidade da matéria-prima como no
seu preparo e conservagao.

Relacionando os resultados laboratoriais com os
dados coletados na aplicagdo do check-list, foi possivel
observar que os itens constantes nos blocos com maior
frequéncia de inadequagdes foram os relativos ao controle
da temperatura do pescado e aqueles referentes a higiene
dos estabelecimentos e 4 adequagdo no armazenamento
das matérias-primas.

Cabe ressaltar que todos os restaurantes
mantinham o pescado em temperaturas em desacordo
com a legislacao vigente, sendo que somente trés
estabelecimentos possuiam termOmetro e apenas um
(16,6%) realizava controle das temperaturas nas etapas
de recepcdo e armazenamento, o que caracteriza falhas
no controle de qualidade dos estabelecimentos.

Nesse sentido, quando se analisou a relacdo
entre a temperatura aferida no pescado com as amostras
com contagem de coliformes a 45 °C acima do previsto
na legislagdo, uma associagdo positiva (rs = 0,928;
p = 0,008) pode ser demonstrada, evidenciando que esse
foi o provavel fator determinante da alteracdo no padrio
microbioldgico. De forma similar, Martins’ também
observou associagao (p = 0,0415) entre a contagem de
coliformes termotolerantes e a temperatura de exposicao
de sushis e sashimis comercializados em Sao Paulo.

Tabela 2. Numero e percentual de amostras de sashimi, com contagem
de coliformes termotolerantes acima do permitido na legislagao vigente
(>10*UFC/g), colhidas em seis restaurantes de comida japonesa no
municipio de Porto Alegre/RS, 2009-2010

Numero de amostras % de amostras

Restaurante
fora dos padroes fora dos padroes*

A 0 0
B 2 11,11
C 6 33,33
D 11 61,11
E 0 0
F 8 44,44

Total 27/108 25

* Legenda: Percentual calculado considerando o total de 18 amostras
coletadas por restaurante
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A contaminagdo, inicial ou cruzada, associada ao
abuso de temperatura observada, pode resultar no aumento
do numero de bactérias indicadoras ou patogénicas, uma
vez que todas podem se multiplicar em peixes crus. Por
essa razio, a conservagdo do peixe em temperatura menor
que 5 °C é essencial, sendo essa uma das medidas mais
importantes de prevencio da multiplica¢do bacteriana®.

A contaminac¢io do pescado por coliformes pode
ocorrer tanto na captura e transporte, como durante o
processamento efetuado nos restaurantes, sendo de grande
importancia a sua adequada higienizagao. De acordo com
os dados observados no estudo, pode-se verificar que todos
os restaurantes apresentaram itens em desacordo, sendo a
higiene deficiente dos méveis, utensilios e equipamentos
um ponto frequentemente observado, além do uso de
panos nao descartaveis pelos “sushimen” durante a
manipulagdo dos alimentos, fato observado em 100% dos
restaurantes analisados. Bartz?, avaliando a contaminagio
microbioldgica e métodos de higienizagdo de panos de
limpeza utilizados em servicos de alimentacéo, verificou
a presenca de bactérias, como coliformes, nesses panos e,
ainda, que estes foram capazes de transferir bactérias de
forma significativa para superficies. A auséncia de cuidado
verificada em relagdo aos panos, no presente estudo, pode
ser mais um fator responsével pela contaminacio cruzada
no ambiente de manipulagio.

Ainda que haja risco, como demonstrado pela
presenca de indicadores sanitdrios fora dos parimetros
aceitaveis, ndo foram encontrados Salmonella sp. e
V. parahaemolyticus nas amostras analisadas. Em relacao
a Salmonella sp., a maioria dos surtos tem sido relacionada
ao consumo de ovos e carne de ave”?. Pesquisas dessa
bactéria em sushi e sashimi no Brasil e em outros paises®'®*
nao revelaram seu isolamento, ou o fizeram em baixa
frequéncia. Por outro lado, relatos apontam a presenga
de 12,2% de amostras positivas para este patdgeno em
pescados consumidos crus® e 18,75% em amostras de
sashimi colhidas em restaurantes’, demonstrando que
existe risco de veiculagdo por esse tipo de alimento.

No caso de V. parahaemolyticus, ao contrario,
o relato de isolamento é frequente em pescado. Lake!!
encontrou positividade em 83% das amostras analisadas
na Nova Zelandia, enquanto no Japdo 23% de amostras
de sashimi tiveram isolamento de V. Parahaemolyticus®.
No Brasil, a bactéria vem sendo isolada em frutos do mar,
porém relatos em sashimi ainda sdo escassos. Pereira et al.'?
encontraram V. parahaemolyticus em 11,6% (10/86) das
amostras de mexilhdes. Vieira et al.** encontraram 50%



Vallandro M]J, Campos T, Paim D, Cardoso M, Kindlein L. Avaliagao da qualidade microbioldgica de sashimis a base de salmao, preparados em
restaurantes especializados em culindria japonesa. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011;70(2):144-50.

(45/90) das amostras positivas para Vibrio spp. em carne de
caranguejos, sendo 8,8% (8/90) delas V. parahaemolyticus.
Chen* isolou o micro-organismo em 2,68% das amostras
de pescado coletadas no municipio de Sao Paulo. Santos*?
isolou espécies de Vibrio sp. potencialmente patogénicas
em 15% das amostras de peixe coletadas em mercados
municipais da cidade de Sao Paulo.

Praticas higiénicas eficientes sdo necessarias
em cada passo da cadeia alimentar, desde a produgéo
até o consumo dos alimentos. Cada etapa pode
influenciar a qualidade e a seguranga dos alimentos.
Ao lado disso, os cuidados com a cadeia fria de
conservacio de produtos pereciveis sio fundamentais
para manter as populacdes bacterianas abaixo das
doses infectantes para o consumidor. Nos casos
dos alimentos consumidos crus, como aqueles que
compdem a culindria japonesa, esses aspectos sdo
ainda mais relevantes e devem ser controlados pela
adocao de Boas Praticas de Fabricacao e monitorados
pelas autoridades sanitarias.

CONCLUSAO

De acordo com o preconizado pela legislagcao
vigente, 75% das amostras de sashimis analisadas foram
consideradas em condigbes sanitdrias satisfatdrias. As
amostras restantes (25%) apresentaram coliformes
termotolerantes acima dos limites tolerados, tendo este
resultado associagdo significativa com a temperatura
aferida no pescado.

O controle do bindmio tempo-temperatura do
pescado e a higieniza¢ao de equipamentos e superficies
apresentaram os maiores indices de inconformidades,
portanto recomenda-se que os restaurantes e as
autoridades sanitdrias reforcem o monitoramento e
controle desses itens.
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RESUMO

Foram avaliadas as condi¢bes higiénico-sanitarias de uma industria de processamento de pescados,
analisando-se 170 amostras de superficies (equipamentos, utensilios e luvas), coletadas por meio de swab
em dois periodos do dia (no inicio da manha e da tarde). Em cada periodo foram coletadas cinco repetigoes
de amostras em dias diferentes. Foram realizadas contagens de mesdfilos aerobios e de coliformes totais; e a
presenga ou auséncia de coliformes termotolerantes foi posteriormente confirmada. A contagem média de
mesdfilos aerdbios variou entre amostras de superficies, e a maioria mostrou diferenca significativa (p<0,05)
entre o periodo e dia de coleta. Das amostras coletadas de equipamentos e utensilios, 42% apresentaram
resultados ndo conformes segundo a recomendagdo da OPAS de 1,70 log UFC/cm? para meséfilos aerdbios
e auséncia de coliformes a 45°C. Das amostras ndo conformes, corresponderam aquelas coletadas no turno
da tarde. As contagens de mesofilos aerdbios variaram de 3,3 a 6,8 log UFC/amostra de luva, com diferenca
significativa (p<0,05) entre os dois periodos de coleta; e coliformes totais variaram de 2,6 a 3,8 log UFC/luva.
A auséncia de higieniza¢io adequada detectada no ambiente de processamento de pescado indica que ela seja
resultante da incorreta aplicacdo dos Procedimentos-Padrao de Higiene Operacional.

Palavras-chave. higienizagio, analise microbioldgica, superficies, manipuladores.

ABSTRACT

For evaluating the sanitary conditions of a fish processing industry 170 samples were collected from surface
areas (equipment, utensils and gloves). Samples were collected twice per day, in the morning and in the
afternoon. Ateach period, five samples replicates were collected at different days using swab. Aerobic mesophilic
and coliform group countings were performed, and fecal coliform presence or absence was subsequently
confirmed. The average counts of aerobic mesophiles varied depending on the surfaces types, mostly showing
significant difference (p <0.05) among the period and day of samples collection. Of samples from equipment
and utensils surfaces, 42% showed noncompliant results with the PAHO recommendations of 1.70 log CFU/
cm? for aerobic mesophiles and coliforms absence at 45°C. Of nonconforming result, 67% were detected in
samples collected in the afternoon. Aerobic mesophiles counts ranging from 3.3 to 6.8 log CFU/glove were
found in sample from glove, with a significant difference (p <0.05) among those from two collection periods.
For total coliforms the variation was from 2.6 to 3.8 log CFU/glove. The inadequate sanitation quality found
in this study in a food processing environment implies that it might resulted from not applying the accurate
Hygiene Standard Operating Procedures.

Keywords. hygiene, microbiological analysis, surfaces, handlers.
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INTRODUCAO

Os pescados estdo entre os produtos de origem
animal mais suscetiveis a deterioragdo, devido ao pH
proximo da neutralidade, a elevada atividade de agua
nos tecidos e aos altos teores de nutrientes. Além disso,
os métodos de captura, que provocam morte lenta,
contribuem para a rapida decomposicio, ocasionando
muitos problemas para a conservacdo. Outro fator
importante que acelera o inicio da deterioragdo se
refere aos inumeros micro-organismos presentes
na agua, bem como a microbiota natural, localizada
principalmente nos intestinos, branquias e muco
superficial dos pescados'?.

Além da contaminacio primaria do pescado, o
manuseio apds a captura, representado pelas etapas de
beneficiamento, conservacio e armazenamento é referido
como o fator determinante da qualidade do produto
final**. Qutro fator que corrobora para a ocorréncia da
contaminacio é a deficiéncia no processo de sanitizagio
dos equipamentos e utensilios utilizados nas diversas etapas
do processamento®”.

A contaminagido de equipamentos e utensilios
por micro-organismos deve ser causa de preocupagao na
industria de alimentos, e isso deve ser um dos argumentos
decisivos na escolha do tipo de material que compoe os
mesmos. Além das propriedades mecénicas eanticorrosivas,
deve ser avaliada a facilidade de higienizagao® .

As superficies em uma industria de alimentos
podem representar fontes de contaminacdo quando nao
higienizadas adequadamente, muitas vezes, iniciando
processos de adesdo a partir de particulas de sujidades e
de micro-organismos nao removidos pelos procedimentos
corretos de higienizacdo, podendo levar a formagao de
biofilmes'**.

Deve-se considerar também, o contato direto
dos alimentos com os manipuladores da linha de
processamento, que por apresentarem higiene pessoal
inadequada podem ser veiculadores de patogenos,
fator comumente reportado como causa de doencas
transmitidas pelos alimentos'*". Diversos autores tém
reportado a ocorréncia elevada de micro-organismos
em superficies de bancadas, equipamentos, utensilios e
maos de manipuladores, em 4reas de processamento de
alimentos, demonstrando deficiéncia nos procedimentos
de higienizacao's>".

As operacbes de limpeza e desinfeccdo, apesar
de serem essenciais para a obtencdo de alimentos
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indcuos e de boa qualidade, sdo muitas vezes relegadas
para segundo plano, nem sempre sendo reconhecida a
relagdo custo-beneficio, dado que os resultados desta
atividade nao sao facilmente mensuraveis em termos de
beneficios econdmicos. Por isso, este trabalho teve como
objetivo avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias de
diversas superficies (equipamentos, utensilios e luvas de
manipuladores) utilizadas no processamento de peixes em
industria localizada no nordeste do Estado do Para.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram avaliadas superficies (Tabela 1), utilizadas
no processamento de peixe em uma industria de pescado,
situada no Municipio de Sido Jodo de Pirabas, localizado
no nordeste paraense. A coleta foi realizada em trés
ambientes de processamento: plataforma de recep¢io
(basquetas em polipropileno); saldo de producio (duas
maquinas de retirada de pele, cestos em polipropileno,
tabuas em polietileno, bandejas em polipropileno, mesa
de arrumagdo em inox, facas em inox e luvas de latex de
trés manipuladores) e sala de embalagem (filmes em PVC,
mesa de embalagem em inox, tanque de embalagem em
inox e luvas de latex de trés manipuladores).

A amostragem das superficies foi realizada em dois
periodos no mesmo dia: no inicio do turno da manha e da
tarde, antes de serem utilizadas no processamento, sendo
coletadas 170 amostras para avaliagdo. Estes periodos
foram estabelecidos em fun¢ao de a higieniza¢ao das areas
de processamento, equipamentos e alguns utensilios da
industria ser realizada duas vezes ao dia, no intervalo das
11h as 13h (almoco) e no final do expediente (18h), para
serem utilizados no processamento do turno da manha
seguinte, por equipe especifica.

Em cada periodo foram realizadas cinco
coletas de cada superficie, em dias diferentes. Por
coleta, as superficies foram analisadas individualmente
(duas maquinas de retirada de pele, duas mesas e um
tanque) ou em lotes de cinco unidades por superficie
(cestos, tabuas, bandejas, basquetas, filmes em PVC e
facas) (Tabela 1). Em relagdo as luvas de latex, foram
avaliados seis pares por coleta, escolhidos de forma
aleatoria e considerados higienizados pelos proprios
manipuladores. Também foi observada a rotina da
industria, o comportamento dos funcionarios durante
o periodo de estudo e os Procedimentos-Padrio de
Higiene Operacional (PPHO) aplicados.
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Tabela 1. Superficies analisadas, nimero de amostras, tipo de coleta e drea total amostrada para a avaliagdo

microbioldgica em uma industria de processamento de pescados

Area total
Superficies analisadas n Coleta
amostrada
. Maquina de retirada de pele 1 (inox) 5 Unidade 100 cm?
Equipamentos L . . .
Midquina de retirada de pele 2 (inox) 5 Unidade 100 cm?
Cesto em polietileno 5 Lote 500 cm?
Filme em PVC 5 Lote 150 cm?
Tébuas polietileno 5 Lote 500 cm?
Bandejas em polietileno 5 Lote 500 cm?
Utensilios Basquetas em polietileno 5 Lote 500 cm?
Mesa de embalagem (inox) 5 Unidade 200 cm?
Mesa de arrumagéo (inox) 5 Unidade 200 cm?
Tanque de embalagem (inox) 5 Unidade 200 cm?
Facas (inox) 5 Lote Superficie
Manipulador Luvas de latex 6 Par Superficie

n: n° de amostras por periodo. * Um lote corresponde a coleta em 5 unidades

Métodos

A técnica do swab foi utilizada para a coleta das
amostras das superficies (equipamentos e utensilios),
adotando procedimento descrito no Compendium of
Methods for the Microbiological Examinations of Foods*.
Foram utilizados swabs estéreis de algodao de 0,5 cm de
didmetro por 2 cm de comprimento, com haste de 12 cm
de comprimento. Apds ser umedecido em solu¢io diluente
(agua peptonada 0,1% estéril), o swab foi friccionado por
trés vezes no sentido vai-e-vem em uma area nao inferior
a 30 cm? (superficie teste), ou na drea total da superficie
que entrava em contato com o alimento. Em algumas
superficies (utensilios), a coleta foi feita em lotes de cinco
unidades de cada utensilio, e o resultado expresso como a
média das cinco unidades, e em outras, em duas areas de
uma mesma superficie (Tabela 1).

Nas luvas a area de analise ocorreu na superficie
da palma e das bordas, partindo da regido dos punhos.
De forma angular, o swab foi passado, com movimentos
giratdrios, da parte inferior da palma até a extremidade
dos dedos e voltando ao punho, repetindo-se esse
procedimento trés vezes na direcdo de cada dedo. Os
movimentos nas bordas foram do tipo vai-e-vem, de
modo a avancar em um dos lados da méo onde as linhas
dos punhos iniciavam, passando depois entre os dedos e,
no final, no outro lado da méo, encontrando-se de novo
com as linhas dos punhos'**.

Apds a amostragem, os swabs foram colocados
em tubos de ensaio contendo 10 mL de agua peptonada

com 1% de tiossulfato de sodio a 0,25%. Os tubos foram
tampados, identificados e transportados sob refrigeracdo
ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFPA
para as analises microbioldgicas.

Em todas as amostras, foi realizada a contagem de
micro-organismos meséfilos aerobios em Agar-Padrio para
Contagem (PCA) e de coliformes totais em Agar Vermelho
Violeta Bile (VRB) com posterior confirmagio da presenga
ou auséncia de coliformes termotolerantes utilizando a
metodologia descrita no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods*. Todas as andlises
foram feitas em triplicata.

Os resultados das contagens, expressos em
logaritmos de unidade formadora de colonia por cm* ou
por superficie (log UFC/cm? ou log UFC/superficie), foram
avaliados com o auxilio do programa Statistica® versdo
5.025, empregando as seguintes metodologias: Analise de
variancia (ANOVA), segundo o teste F e Teste de Tukey,
todos a p<0,05®.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 2 apresenta os resultados das analises
microbioldgicas realizadas nas superficies da industria
de processamento de pescados avaliada. Constatou-
se que, apesar de a industria possuir produtos de
higienizagdo adequados e todos os Procedimentos-
Padrao de Higiene Operacional (PPHO) serem
descritos corretamente, estes na maioria das vezes nao
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Tabela 2. Resultados das andlises microbioldgicas (contagem de mesdfilos aerdbios e presenga/auséncia de coliformes
termotolerantes) realizadas sobre diversas superficies em uma industria de processamento de pescados

Superficies Mesofilos aerdbios' (log UFC/cm?) Coliformes termotolerantes®
(equipamentos e utensilios) Manha Tarde Manha Tarde

Maquina de retirada de pele 1 2,52 £ 1,56° 4,15+ 3,30 A

Midquina de retirada de pele 2 2,54 + 1,672 4,18 + 3,42° A P
Cestos 1,49 + 0,85* 5,32 + 4,50° A A
Filme em PVC 1,56 £ 0,83* 4,98 +3,71° A P
Tabuas 1,27 £ 0,81 1,62 + 0,87* A A
Bandejas 0,41 £ 0,40* 1,76 + 0,68° A P
Basquetas 0,38 + 0,34* 1,17 £ 0,62° A A
Mesa de arrumacéo 0,41 + 0,322 0,89 + 0,62° A A
Mesa de embalagem 0,94 + 0,65* 1,36 + 0,83° A A
Tanque de embalagem 0,51+ 0,472 1,00 + 0,49° A A
Facas® 3,65+ 2,72° 3,88 +2,69* P P

! médiaxdesvio-padrdo (n = 5). 2 P: presenga e A: auséncia. > UFC/utensilio.
Letras mintisculas diferentes na mesma linha tém diferenga significativa

eram aplicados de forma adequada, devido a elevada
carga de mesofilos aerdbios e a presenca de coliformes
termotolerantes encontrados em algumas superficies,
na maioria com diferenca significativa (p<0,05) entre o
periodo e dia de coleta. A variacdo nos procedimentos
de higienizagdo pode ser a justificativa para os elevados
desvios-padrao encontrados nas andlises de todas as
superficies, no presente estudo.

O nao cumprimento dos PPHO na integra pode
acarretar na variacdo da contagem de micro-organismos,
podendo comprometer a qualidade higiénico-sanitaria
dos alimentos?****. Observou-se durante o expediente
que, apesar de alguns utensilios, como cestos, filmes
de PVC, bandejas e facas, serem higienizados em areas
especificas, o sanitizante nao era diluido corretamente ou
nao era utilizado.

Verificou-se que a higienizagdo no final do
expediente seguia os PPHO completos (lavagem +
sanitizagdo) para cada tipo de superficie. Entretanto, a
higieniza¢ao no intervalo do almogo consistia apenas
na lavagem das superficies com jato de agua. O uso
de detergente e sanitizante, neste periodo, ficava
condicionado a auséncia de matéria-prima e/ou produtos
na linha de processamento, o que raramente acontecia.
Provavelmente em funcdo desse procedimento, os
maiores niveis de contamina¢do em todas as superficies
foram encontrados para as amostras coletadas no turno
da tarde, sendo significativamente superiores ao periodo
da manha (p < 0,05).
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Na legislagao brasileira nao ha parametros
microbioldgicos oficiais para superficies de equipamentos
e utensilios utilizados no processamento de alimentos,
bem como para as maos de manipuladores. Os padrdes
da American Public Health Association (APHA)
consideram como equipamentos e utensilios limpos
aqueles que possuem menos de 100 UFC/utensilio ou 2
UFC/cm? '2. Entretanto, em paises em desenvolvimento
existe uma dificuldade na adequagdo das industrias aos
padrdes americanos. Dessa forma, alguns pesquisadores
e institui¢des, como a Organizagdo Pan-americana da
Saude (OPAS), recomendam contagens de até 50 UFC/cm?
para mesdfilos aerdbios e auséncia de Bacillus cereus,
de Salmonella e de coliformes termotolerantes em
superficies, em razdo, principalmente, das temperaturas
ambientais desses paises'*®. Neste trabalho, para efeito
de comparacio, foi adotada a recomendagdo da OPAS de
1,70log UFC/cm? (50 UFC/cm?), para mesofilos aerdbios,
e auséncia de coliformes termotolerantes para superficies
de equipamentos e utensilios.

Do total de amostras das superficies de
equipamentos e utensilios analisadas, independentemente
do periodo, 42% estavam fora da recomendacio
estabelecida pela OPAS, sendo 27% para mesdfilos
aerdbios e coliformes termotolerantes e 15% somente
para mesofilos aerdbios. Dentre as amostras fora do
padrio, 67% foram detectadas no periodo da tarde.
Pires et al.'¥, Oliveira et al.?*® e Coelho et al.?! detectaram
cerca de 100% de equipamentos e utensilios acima da
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recomendagdo da OPAS quando analisaram fatiadores
de frios, maquinas de moer carne e diferentes tipos de
superficies em restaurante comercial.

Contagens elevadas de micro-organismos, apos
higienizagao, indicam a deficiéncia nos PPHO e podem
levar & formagdo de biofilme, que ndo é eliminado
facilmente por um unico processo de higienizagao,
mesmo este sendo correto e adequado'**®*. O contato
com superficies contaminadas pode comprometer a
qualidade microbioldgica dos alimentos, especialmente
se forem consumidos crus ou se o tratamento térmico
ndo for adequado para inativagio de células vegetativas
ou toxinas bacterianas eventualmente presentes.

A presenca de coliformes termotolerantes em
ambientes, superficies ou produtos alimenticios evidencia
informagdes sobre as condi¢des higiénico-sanitarias e
pode ser indicadora da possivel presenca de patégenos'.
Santos et al.” isolaram e quantificaram bactérias do grupo
coliformes de utensilios e equipamentos higienizados e
ndo higienizados, de duas linhas de processamento de
pescado em Fortaleza-CE, alertando para a resisténcia
desses micro-organismos, principalmente E.coli, para os
compostos clorados.

As superficies dos equipamentos das méaquinas
de retirada de pele 1 e 2 apresentaram contagens elevadas
de mesoéfilos aerdbios, variando de 2 a 4 log UFC/cm?
em todos os dias de coleta; também foi detectada a
presenca de coliformes a 45 °C nas amostras coletadas no
turno da tarde (Tabela 2). Isto pode ter ocorrido nesses
equipamentos devido a irregularidade da superficie da
lamina, que exige maiores cuidados durante a higienizagao
por apresentar reentrancias, que possibilitam o acimulo
de residuos orgéanicos e dificultam a limpeza e a agdo
do agente sanificante frente aos micro-organismos,
podendo proporcionar a formagao de biofilmes. Neste
caso, antes da limpeza, seria necessirio desmontar os
equipamentos, com o propoésito de uma higienizagao
mais adequada®’.

Carrillo et al” e Pires et al.'® encontraram
resultados iguais aos desta pesquisa, contagens de aerdbios
mesoéfilos variando de 2 a 4 log UFC/cm?, quando
analisaram equipamentos de armazenamento de leite e de
fatiadores de frios, respectivamente. Valores mais elevados
(5 log UFC/cm?) foram obtidos por Oliveira et al.,
quando avaliaram mdaquinas de moer carne. Esses autores,
também, consideraram que os altos niveis de contamina¢ao
encontrados estavam relacionados com a dificuldade de
realizar a limpeza em razao da dificuldade de desmonte e

de cantos de dificil acesso dos equipamentos, dificultando
a retirada dos residuos.

Segundo Aarnisalo et al.'”, os problemas de
higiene com os equipamentos de processamento de
alimentos sdo causados principalmente pelo design
inadequado. Os equipamentos devem ser projetados de
forma que se facilite a limpeza, sanitizacdo, inspecéo e
manuten¢ao.

Dentre os utensilios analisados, os maiores niveis
de contaminag¢ido de mesdfilos aerdbios e presenca de
coliformes a 45 °C foram encontrados nos cestos, filmes
de PVC, facas e bandejas (Tabela 2), sendo que as facas
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) para
os micro-organismos pesquisados nos dois periodos.
Os resultados indicam a inadequa¢do dos métodos de
higiene utilizados e/ou a diferenca na intensidade da agao
mecanica exercida pelos funcionarios durante a limpeza.
Outro fator que deve ser levado em consideracio é que
esses utensilios, com exce¢do das facas, eram feitos
totalmente de material plastico, sendo, por isso, mais
favoraveis a adesdo de micro-organismos, devido a
porosidade do material®® e por apresentarem superficies
desgastadas, dificultando sua higienizagao.

Dentre as superficies analisadas, somente para
tabuas e basquetas (caixas plasticas tipo monobloco) foi
observada a aplicacio correta dos PPHO durante todo o
periodo de coleta. Esse comportamento pode explicar os
menores niveis de contamina¢do de aerdbios mesdfilos
(< 1,70 log UFC/cm?), ainda que os utensilios citados
fossem de material plastico. Resultados diferentes foram
encontrados por Vargas e Quintaes’, que detectaram
micro-organismos patogénicos e deteriorantes na
superficie interna do fundo de caixas plasticas de
transporte de pescado.

Nas mesas de arrumagdo e embalagem e no
tanque de embalagem, também, foram detectadas baixas
contagens de micro-organismos (Tabela 2), mesmo no
segundo periodo, quando s6 eram lavadas com jato de
agua. Esses resultados podem estar relacionados ao tipo
de material (aco inoxidavel), e as perfeitas condi¢oes das
superficies, que permitiam uma higieniza¢ao ou limpeza
mais eficiente'.

As luvas de latex ndo descartaveis, usadas por
todos os manipuladores na linha de processamento,
apresentaram como principal fun¢io a protecdo térmica,
ainda que reduzida, visto que a agua, a matéria-prima
e os produtos eram mantidos em temperaturas de
refrigeracdo ou de congelamento. As maos e as luvas
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eram lavadas com sabao bactericida antes do inicio da
manipulagdo, durante a manipula¢do, quando necessario,
e no término das atividades. No entanto, observou-se
que as luvas estavam desgastadas e s6 eram substituidas
quando rasgadas, podendo levar a contaminagdo dos
alimentos pelos micro-organismos presentes nas maos
dos manipuladores?**.

As coletas realizadas nas luvas apresentaram
contagens de mesofilos aerébios variando de 3,3 a 6,8 log
UFC/luva, com diferenga significativa (p<0,05) entre os
dois periodos de coleta. Para coliformes totais, a variagdo
foi de 2,6 a 3,8 log UFC/luva. Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) para coliformes totais entre os dois
periodos. As coletas realizadas entre os saloes de filetagem
e de embalagem ndo mostraram diferencas (p>0,05) nos
resultados obtidos para os micro-organismos pesquisados.

Considerando-se a inexisténcia de padrdes ou
especificagdes para contagens microbianas, em maos ou
luvas, Careli et al.’é, em estudo da avaliacdo de condi¢des
higiénicas de manipuladores, citaram a recomendagio
de limite maximo para mesdfilos aerdbios e coliformes
totais igual a 2 log UFC/mao. Andrade'® estabeleceu
faixas de contagens para orientar as condigoes higiénico-
sanitarias das maos: faixa 1 (até 3 log) e faixa 2 (entre 3
a 4 log), expressas em UFC/mao para mesoéfilos aerdbios
e coliformes totais. Os resultados obtidos na presente
pesquisa demonstraram que o processo de higienizagao
foi deficiente, indicando que as luvas podem ser fontes de
contaminagéo nessa industria.

Varios autores?*»*?! relatam contagens de
mesofilos superiores a 5log UFC/mao quando analisaram
maios de manipuladores em diversos estabelecimentos
de processamento de alimentos. Esses estudos também
demonstraram a importincia dos manipuladores de
alimentos como causas potenciais de contaminagdo dos
alimentos nas unidades analisadas.

A forma mais usual para comprovar as condi¢oes
de higiene dos ambientes, equipamentos, utensilios
e manipuladores consiste em analisa-los quanto a
contaminagdo microbioldgica, apds serem submetidos
ao processo de higienizagao. A visualizagdo da limpeza
aparente pode induzir a um erro e dar uma falsa sensagao
de seguranca. Os ensaios microbioldgicos ndo evitam a
entrada de bactérias na industria, mas permitem manter
a vigilancia sobre perigos bacterianos e alertam quanto a
manutengio da higienizacio nas areas de produgao®-2.

Toda produgdo de alimentos precisa ser organizada,
de modo que os procedimentos de higieniza¢do, muitas
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vezes relegados ao segundo plano, possam ser realizados
de maneira eficaz e sem interrupgdo. O carater repetitivo
das tarefas e a falta de estimulos favorecem uma
reducdo gradativa da qualidade, aumentando os riscos
de contaminagdo por micro-organismos patogénicos.
Assim, é imprescindivel que os responsaveis das empresas
do setor alimenticio reconhecam a importincia dessa
atividade para a obtencao de produtos de boa qualidade,
do ponto de vista higiénico-sanitario.

CONCLUSAO

Os resultados das andlises microbioldgicas das
diversas superficies da industria indicaram higienizagao
inadequada que pode ser consequéncia da nao aplicagdo
correta dos Procedimentos-Padrao de Higiene Operacional
(PPHO). Medidas corretivas deverao ser empregadas
e os funciondrios conscientizados da importincia da
higienizagdo, para que se possa evitar contaminagdo nos
alimentos. Além disso, a industria deveria implantar
método de avaliagdo da higienizacdo de superficies.
Verifica-se, ainda, a necessidade de regulamenta¢ao no
Brasil que estabeleca padrdes microbioldgicos para as
superficies e maos de manipuladores em estabelecimentos
de processamento de alimentos.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e colorimétricas de vinhos finos tintos e brancos
produzidos no Brasil, foram determinados diversos parametros exigidos pela legislacdo brasileira, além de
compostos fendlicos totais, antocianinas, L¥, a*, b*, C* e h. Apesar dos valores relativamente altos de pH e da
acidez volatil de algumas amostras, todos os vinhos apresentaram os pardmetros analiticos dentro dos limites
fixados pela legislagao brasileira para bebidas alcodlicas, exceto o teor de agucar residual total das amostras de
vinho tinto analisadas. Com relagdo as amostras de vinho branco, a amostra C, (Vale do Sao Francisco) foi a
unica que apresentou alteracdo na relagéo alcool em peso/extrato seco reduzido. As amostras de vinhos tintos
apresentaram boa saturagdo da cor (C*), enquanto as amostras de vinhos brancos alcangaram niveis elevados
de luminosidade (L*). Néo foi possivel obter uma discrimina¢do das amostras com base apenas na variedade
de uva utilizada ou na sua procedéncia geografica através da Analise de Componentes Principais.
Palavras-chave. vinho branco, vinho tinto, qualidade, fisico-quimica, colorimetria, Brasil.

ABSTRACT

In order to evaluate the physicochemical and colorimetric characteristics of fine red and white wines produced
in Brazil, were determined various parameters required by Brazilian legislation, besides total phenols
compounds, anthocyanins, L*, a*, b*, C* and h. Despite the relatively high values of pH and volatile acidity
of some samples, all wines present the analytical parameters within the limits set by Brazilian legislation for
alcoholic beverages, except the residual total sugar content of wine samples analyzed. In the samples of white
wine, sample C, (Sao Francisco Valley) was the only one that showed a change in alcohol in weight / reduced
dry extract. The red wine samples showed good color saturation (C*), while samples of white wines have
achieved high levels of brightness (L*). Unable to get a breakdown of the samples based only on the grape
variety used or their geographic origin by Principal Components Analysis.

Keywords. white wine, red wine, quality, physicochemical, colorimetry, Brazil.
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INTRODUCAO

A qualidade final do sabor, do aroma, da
consisténcia e da aparéncia do vinho também é dependente
dos constituintes quimicos existentes, da interacio entre eles
e de suas quantidades. Em geral, os trabalhos que buscam
avaliar a composicio fisico-quimica de vinhos nacionais
sao baseados nas analises exigidas pela legislacdo brasileira
e relacionados ao Padrao de Identidade e Qualidade da
bebida. Segundo a Portaria n° 229/88 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento', os vinhos de
mesa finos sdo aqueles elaborados exclusivamente a partir
de uvas viniferas (Vitis vinifera) frescas, sas e maduras
e devem obedecer a certos limites fixados quanto a sua
composicao para serem classificados como tal. As andlises
fisico-quimicas compreendem, portanto, a determinagido
de importantes pardmetros de qualidade do vinho, pois
podem avaliar o controle a que foram submetidos durante
a sua elaboracio e ser relacionadas aos principais fatores
tecnologicos empregados®.

Embora nao seja exigido pela legislacao
brasileira, a cor é um dos atributos mais importantes em
vinhos, ja que estd diretamente relacionada a aparéncia
do produto. Através da cor é possivel especular sobre sua
idade ou observar possiveis defeitos existentes na bebida,
além de ser a primeira avaliacido que um consumidor
de vinho faz. Meléndez et al.’ evidenciaram a relevancia
da cor em vinhos ao afirmarem que esse atributo é um
fator fundamental para a tipificacdo dessas bebidas.
Morrot et al.* e o estudo de revisao de Duran e Costell®
também destacaram a forte influéncia que a cor exerce
sobre a percepcio de outros atributos sensoriais, como
o aroma e o gosto doce.

Os vinhos tintos exibem tonalidades que variam
do purpura ao alaranjado, passando por fases rubi, bordo
e terracota ao longo do tempo. A coloragdo purpura esta
relacionada comumente aos vinhos jovens, enquanto
cores rubis e bordos aos vinhos maduros. Os tons de
vermelho terracota ou alaranjado sdo frequentemente
associados aos vinhos envelhecidos®. Ja a aparéncia de
vinhos brancos deve ser clara, limpida e ndo apresentar
indicios de oxidacdo precoce’. Sua cor varia do amarelo-
esverdeado ao amarelo-palha, dourado, amarelo-Ambar
ou alaranjado e, quando muito jovens, apresentam
tonalidades verdes®.

A regido do “Vale do Sao Francisco’, situada
no planalto nordestino entre os estados da Bahia e de
Pernambuco, tem mostrado nos tultimos anos grande

potencial vinicola, quebrando um grande paradigma da
enologia mundial. Embora seja detentora de condigdes
edafocliméticas incomuns ao processo de vinificacdo
quando comparadas as regides tradicionais, possui
condi¢des adequadas para a aclimatagio de diversas
castas europeias, como Moscatéis, Cabernet Sauvignon e
Shiraz’. Essa regido é citada por Santos® como a segunda
maior produtora de uvas finas do pais. Em 2006, sua
produgdo anual respondeu por mais de 7 milhdes de
litros de vinhos finos e espumantes, ou seja, cerca de
15% da produgdo nacional’. Apesar disso, a regido
da “Serra Gaucha’, localizada no Sul do Brasil, ainda ¢é
responsavel pela maior produgdo de vinhos finos do
pais e se constitui em uma das mais tradicionais regides
vitivinicolas brasileiras.

Segundo Miele et al®, através da tipicidade
e de melhorias na qualidade é possivel alcangar uma
maior competitividade dos vinhos nacionais e evitar a
desvaloriza¢ao da industria vinicola brasileira. Entretanto,
ha poucos estudos cientificos relacionados as caracteristicas
fisico-quimicas e colorimétricas dos vinhos brasileiros.
Assim, este trabalho teve por objetivo caracterizar
vinhos finos produzidos em duas regides brasileiras,
principalmente no “Vale do Sao Francisco’, contribuindo
para o fortalecimento da tipificagdo do produto nacional e
sendo ttil nos processos de busca de identidade geografica
ou denominagao de origem.

MATERIAL E METODOS

Amostras de vinho

Foram analisadas em triplicata dez marcas
comerciais de vinhos de mesa finos (Vitis vinifera L.)
tintos e brancos (safra 2006). Um total de 20 garrafas
de vinho foi analisado. As amostras foram provenientes
das regides do “Vale do Sao Francisco” (Juazeiro, BA e
Petrolina, PE) e da “Serra Gatcha” (Bento Gongalves, RS).
Para sua codifica¢do, adotou-se a letra “t” para identificar
os vinhos tintos, enquanto os vinhos brancos receberam
a letra “b” Desta forma, as amostras provenientes do
“Vale do Sao Francisco” foram as seguintes: A, (Cabernet
Sauvignon/Shiraz), B, (Cabernet Sauvignon), C, (Cabernet
Sauvignon), D, (Cabernet Sauvignon/Shiraz), A,
(Moscatel), B, (Moscatel), C, (Moscatel) e D, (Moscato
Canelli/Chenin Blanc). As amostras oriundas da “Serra
Gaucha” foram: E, (Cabernet Sauvignon) e F, (Merlot). O
numero do lote em todas as garrafas pertencentes a mesma
marca foi idéntico.

159



De Oliveira LC, De Souza SO, Mamede MEO. Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas e colorimétricas de vinhos finos de duas principais
regides vinicolas do Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2011;70(2): 158-67.

Determinagdes fisico-quimicas e
analise instrumental de cor

Todas as determinagdes fisico-quimicas e
colorimétricas foram realizadas em triplicata. As
amostras foram analisadas imediatamente apds a
abertura das garrafas a fim de se determinar, de acordo
com as metodologias oficiais propostas pela Instrucio
Normativa n° 24/05 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento’, os seguintes pardmetros:
densidade relativa a 20°C; grau alcoodlico; pH (a 25°C em
potencidmetro Quimis Q400AS, calibrado com soluc¢des-
padrao de pH 4,01 e 6,86); acidez total titulavel; acidez
volatil corrigida; acidez fixa; extrato seco total; extrato seco
reduzido; relacdo alcool em peso/extrato seco reduzido;
anidrido sulfuroso total e teor de agucares residuais totais.

A extragdo dos compostos fendlicos totais ocorreu
a partir da adaptacao da metodologia desenvolvida por
Maraschin' a fim de isolar os analitos de interesse e
excluir possiveis interferentes na determinagdo, como
agucares redutores. Aos 20 mL de amostra foi adicionado
igual volume de acetato de etila. Esta mistura foi incubada
no escuro por 24h e a fase orgénica coletada em funil de
separacido. O solvente foi entdo removido por evaporacio
e o residuo foi dissolvido em metanol/cloroférmio
1:1 (extrato). A exatiddo dessa extracio foi avaliada em
termos de porcentagem de recuperagdo a partir da adigdo
de acido galico (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) como
padrao analitico, variando de 82,94 a 100,85%.

Apds a extragdo, a quantificagdo dos compostos
fendlicos totais foi realizada através do método
classico descrito por Singleton e Rossi'' utilizando
Espectrofotdbmetro UV-Visivel Femto 800XI (Tecnal,
Brasil). A curva-padrio analitica (R* = 0,9996) foi obtida a
partir de 5 concentragdes (0 a 1000 mg.L') de uma solugdo
de acido galico. Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes em acido galico (GAE) por litro de vinho. O
teor de antocianinas monoméricas totais foi determinado
segundo as recomendagdes de Lee et al.'?, onde também
foi usado Espectrofotometro UV-Visivel Femto 800XI
(Tecnal, Brasil). Os resultados foram expressos como mg
de antocianinas totais em equivalentes de cianidina-3-
glucosideo por litro de vinho.

As medidas dos pardmetros colorimétricos foram
feitas em colorimetro portatil Konica Minolta® CR400
(Osaka, Japao) apods calibracio com placa de porcelana
branca (CR-A43). O equipamento ¢ programado para
executar leituras considerando o observador-padrio 2° e o
iluminante D, (correspondente a luz do dia) padronizados
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pela Commission Internationale de LEclairage em 1931.
Os valores de L*, a*, b*, C* e h dados pelo equipamento
foram mensurados e o espaco de cor adotado para a
interpretacao dos resultados foi o CIELAB.

No sistema de cor CIELAB, L* representa a
luminosidade, onde os valores variam do 0 (preto) ao 100
(branco). Além disso, -a* (verde), a* (vermelho), -b* (azul)
e b* (amarelo) sdo as coordenadas de cor. Os parametros
C* e h sdo derivados das coordenadas colorimétricas
anteriormente citadas, onde C* é a cromaticidade ou
saturacio da cor (“vivacidade”) e h indica a tonalidade da
cor, cuja medida é dada em graus. O centro do espago de cor
CIELAB é acromatico e a satura¢io da cor vai aumentando
a medida que os valores se afastam da origem.

Analise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicas e
colorimétricas foram submetidos ao Teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis com comparagdes multiplas de grupos
pelo Teste de Dunn ao nivel de 5% de significincia. O
programa utilizado para o tratamento estatistico foi
o GraphPad Instat®, v.3.10. Apenas para a Andlise de
Componentes Principais (ACP) foi utilizado o software
Minitab"® para Windows versao 2006.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados analiticos obtidos para as amostras
de vinhos tintos estdo apresentados na Tabela 1 e os
obtidos para as amostras de vinhos brancos, na Tabela 2.
A densidade do vinho esta relacionada principalmente ao
seu teor alcodlico e de agucares residuais. Assim, os valores
médios de densidade das amostras de vinhos tintos se
mantiveram entre 0,9961 (amostra F)) e 0,9981 (amostra
D,). As amostras de vinho branco Ab e Bb apresentaram
as maiores médias (1,0042 e 1,0080, respectivamente) para
esse parametro.

Com relagao ao grau alcoodlico, todas as amostras
apresentaram valores dentro dos intervalos de referéncia
descritos pela Lei n° 10970/04", onde a amostra B, obteve
menor média (8,63%vol.) para esse pardmetro e a amostra
A, a maior média (13,17%vol) (Tabelas 1 e 2). O etanol,
principal dlcool encontrado em vinhos, ¢ fundamental para
as propriedades sensoriais, envelhecimento e estabilidade
dos vinhos, uma vez que limita o crescimento microbiano
e suprime o desenvolvimento de micro-organismos
responsaveis por odores indesejaveis'!. Além disso, o
grau alcodlico e o teor de agucares residuais evidenciam
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Tabela 1. Avaliagdo dos pardmetros fisico-quimicos e colorimétricos das amostras de vinhos tintos

Amostras (n experimental = 3)

A( Bl C( D( El Fl

Densidade relativa a 20°C 0,9963 0,9977®®  0,9967® 0,9981* 0,9968* 0,9961°
Grau alcoélico (%vol.) 13,172 11,77° 12,23 12,80 12,93 12,93
pH 3,78 3,93° 3,85 3,83 3,89 3,71°
Acidez total (meq.L") 73,10° 85,80 87,40* 84,50 78,17 75,902
Acidez volatil (meq.L") 9,72 12,11 12,45 12,69* 9,26% 7,93°
Acidez fixa (meq.L") 63,38 73,69 74,95? 71,81 68,91 67,97%
Extrato seco total (g.L") 34,67 33,97 32,90° 38,37° 35,17 33,60
Extrato seco reduzido (g.L") 30,072 28,832 28,33 29,052 28,83 27,75%
Relagdao A/ESR 3,51 3,26 3,45 3,52 3,59 3,73
SOztotal (g.Lh) 0,03* 0,03* 0,10* 0,04* 0,04* 0,07*
Agucares totais (g.L") 5,60° 6,13% 5,57° 10,312 7,332 6,85%
Fendlicos totais (MG.L") 1410,83* 3718,70*° 2252,07* 1798,70® 1763,57®* 1542,93%
Antocianinas monoméricas totais (mg.L")  156,48° 16,73 14,09° 22,02 82,50 62,53
L* 26,29 24,100 37,30* 32,03 32,73® 35,63
a* 35,00 23,30° 32,56 33,62 36,13° 35,50
b* 13,33® 11,05° 25,75 20,89 19,77 22,03%
Cc* 37,46% 25,79° 42,13° 39,59 41,17 41,80®
h 20,84° 25,37 39,40° 31,86 28,63 31,83

Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn;
A/ESR = relagdo dlcool em peso/extrato seco reduzido; L* = luminosidade; a* = componente verde-vermelho;
b* = componente azul-amarelo; C* = cromaticidade da cor; h = dngulo da tonalidade da cor; Amostras:

A, = Cabernet Sauvignon (50%) + Shiraz (50%) (“Vale do Sao Francisco”); B, = Cabernet Sauvignon (“Vale do
Sao Francisco”); C, = Cabernet Sauvignon (“Vale do Sao Francisco”); D, = Cabernet Sauvignon (50%) + Shiraz
(50%) (“Vale do Séo Francisco”); E, = Cabernet Sauvignon (“Serra Gaticha”); F, = Merlot (“Serra Gaticha”)

o controle do estagio de maturagdo da uva e do processo
fermentativo empregado®.

Quanto ao pH, todas as amostras de vinhos tintos
apresentaram médias relativamente altas (Tabela 1),
considerando a faixa ideal de pH para vinhos tintos (3,1-
3,6) reportada por Mota et al.”*. Os valores médios de pH
variaram de 3,71(amostra F,, Merlot) a 3,93 (amostra Bt,
Cabernet Sauvignon). Niveis muito elevados de pH podem
desestabilizar o vinho tanto biologicamente como do ponto
de vista fisico-quimico, uma vez que o torna mais propenso
a oxidagdo e a proliferacdo microbiana'® e compromete,
portanto, a sua vida util.

Também foi observado que as amostras
elaboradas exclusivamente com uvas Cabernet Sauvignon
apresentaram as maiores médias de pH (B, C, e E),
independentemente da regido geografica de produgio
(Tabela 1). Essa é uma caracteristica comumente
encontrada em vinhos dessa variedade devido a
acentuada extragdo de potassio da pelicula da uva para
o mosto durante a maceragao'. O valor médio de pH
encontrado em vinhos tintos secos Cabernet Sauvignon
produzidos e comercializados no nordeste do Brasil foi

de 3,98'%. No entanto, as condi¢des edafoclimaticas da
regido do “Vale do Sao Francisco” prevalecem sobre a
extrag¢do do potassio, favorecendo pH elevado em vinhos
elaborados também com outras variedades de uva nessa
regido. De modo geral, tém sido observados valores de
pH entre 3,6 a 4,5, 0 que pode ser atribuido as adubagdes
massivas do solo com fertilizantes a base de potassio ou
mesmo 2 alta concentracio natural desse elemento nos
solos da regiao’.

Os valores de pH das amostras de vinho branco
variaram de 3,25 (amostra B,, Moscatel) a 3,63 (amostra
A,, Moscatel), onde as amostras A, e C, apresentaram
médias relativamente altas (Tabela 2), visto que Jackson'*
refere valores de pH entre 3,1 e 3,4 como adequados para a
maioria dos vinhos brancos.

Dentre as amostras de vinhos tintos, a acidez total
foi maior nas amostras do “Vale do Séo Francisco’, exceto a
amostra A, (Cabernet Sauvignon/Shiraz), que apresentou
a menor média desse pardmetro (73,10meq.L") quando
comparada as demais e diferiu significativamente
(p<0,05) apenas da amostra C, (Cabernet Sauvignon)
(Tabela 1). Mesmo assim, todas as amostras de vinhos
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Tabela 2. Avaliagio dos parametros fisico-quimicos e colorimétricos
das amostras de vinhos brancos

Amostras (n experimental = 3)

A'h Bh Ch Db

Densidade relativa a 20°C  1,0042®® 1,0080* 0,9907° 0,9919®
Grau alcodlico (%vol.) 11,03 8,63 11,37 12,27*
pH 3,63° 3,25° 3,52 3,34
Acidez total (meq.L") 83,30 77,67 87,37 99,532
Acidez volatil (meq.L") 6,95%® 2,58%® 1,66° 9,28°
Acidez fixa (meq.L?") 76,07  74,73>  85,63® 90,25
Extrato seco total (g.L") 48,73®  51,20°  13,90> 20,93
Extrato seco reduzido (g.L") 23,73*° 19,47 11,33®> 1520®
Relagio A/ESR 3,72 3,55 8,03  6,46®
SO, total (g.L") 0,08 0,09 013  0,12%
Agucares totais (g.L") 26,00  32,73*  3,57° 6,40
Fendlicos totais (mg.L") 548,42 523,58% 369,63 278,73
L* 80,23® 79,22 80,18  80,76*
a* -2,70° -2,01% -1,48° -1,90®
b* 11,22®  11,62° 5,16° 7,052
C* 11,54®  11,81° 5,37° 7,30%
h 103,52 99,80 106,02* 105,13%

Letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente ao nivel
de 5% de significancia pelo teste de Dunn; A/ESR = relagdo dlcool em
peso/extrato seco reduzido; L* = luminosidade; a* = componente verde-
vermelho; b* = componente azul-amarelo; C* = cromaticidade da cor;
h = dngulo da tonalidade da cor; Amostras: A, = Moscatel (“Vale do
Sdo Francisco”); B, = Moscatel (“Vale do Sao Francisco”); C, = Moscatel
(“Vale do Sao Francisco”); D, = Chenin Blanc (60%) + Moscato Canelli
(40%) (“Vale do Sdo Francisco”)

tintos se encontraram dentro dos intervalos de referéncia
preconizados pela legislacdo brasileira, que é de 55 a
130meq.L! . Os valores de acidez total alcangados nas
amostras tintas estdo relativamente proximos aos obtidos
por outros autores em vinhos tintos brasileiros das
mesmas variedades de uva, isto é, em média 72,00meq.L"
em vinhos Cabernet Sauvignon'’, de 86,70 a 88,00meq.L"
em vinhos Shiraz (safra 2005)"> e em média 70,30meq.L"!
em vinhos Merlot".

Quanto as amostras de vinho branco, D,
apresentou a maior média de acidez total, diferindo
significativamente apenas de B, (p<0,05). Provavelmente,
a sua maior acidez esta relacionada a utilizagao de Chenin
Blanc em sua composi¢ao, ja que esta variedade de uva
¢ considerada como detentora de elevada acidez’. Além
disso, as demais amostras compostas apenas por uvas
Moscatéis apresentaram niveis de acidez total superiores
aos encontrados em vinhos Moscato Giallo (76,0meq.L*)
produzidos no Rio Grande do Sul®. Entretanto, todos os
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vinhos brancos também obedeceram aos limites fixados
pela legislacdo brasileira' para esse parametro.

A acidez total do vinho é composta por duas
categorias: volatil e fixa. Assim, quanto aos niveis de acidez
volatil nas amostras tintas, foi verificado que B, C, e D,
provenientes do “Vale do Sao Francisco” apresentaram os
valores médios mais elevados (12,11meq.L", 12,45meq.L"
e 12,69meq.L", respectivamente). A menor média desse
parametro foi obtida na amostra F, (Tabelal), que diferiu
significativamente apenas da amostra D,. Os valores de
acidez volatil obtidos nas amostras, produzidas na regido
da “Serra Gaucha’, E, (9,26meq.L") e F, (7,93meq.L") estdo
abaixo da média obtida (10meq.L!) por outros autores em
vinhos tintos V. vinifera elaborados nessa mesma regiao
brasileira'’?!. Quanto as amostras de vinhos brancos, as
médias de acidez volatil foram relativamente baixas, onde
aamostra D, obteve a maior média (Tabela 2).

Altas concentracbes de acidez volatil em vinhos
ndo sao desejaveis, pois podem denotar uma possivel
contaminacao da bebida ja que esse pardmetro esta
relacionado a presenca de acido acético’. Embora algumas
amostras tenham apresentado valores de acidez volatil
relativamente altos, nenhuma das dez marcas analisadas
ultrapassou o limite maximo estabelecido pela legislacao
brasileira (20meq.L)".

Com relagio a acidez fixa, também foram
observadas as maiores médias nas amostras B, C, D, e D,
(73,69meq.L’!, 74,95meq.L?, 71,81meq.L*, 90,25meq.L?,
respectivamente) (Tabelas 1 e 2), indicando a maior
quantidade de acidos organicos nao volateis presentes
nessas amostras.

Quanto ao extrato seco total, dentre os vinhos tintos,
a amostra D, apresentou a maior média (38,37g.L") em
relacdo as demais (Tabela 1), enquanto, dentre as amostras
de vinhos brancos, B, obteve a maior média (51,20g.L")
(Tabela 2). A percep¢io sensorial de “corpo” também
esta relacionada ao teor de extrato seco total do vinho? e
esse pardmetro é aumentado conforme a quantidade de
acucares acrescentados ao mosto durante a fermentagio
(chaptalizagdo).

Por outro lado, nao houve diferenca significativa
(p<0,05) entre todas as amostras de vinhos tintos
analisadas com relagdo ao extrato seco reduzido
(Tabela 1) e, dentre as amostras brancas, Ab diferiu
significativamente (p<0,05) apenas de C, (Tabela 2).
Esse parametro é determinado principalmente para o
célculo posterior da relagéo dlcool em peso/extrato seco
reduzido, exigido pela legislacao.
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A Portaria n° 229/88' preconiza que a relacdo
alcool em peso/extrato seco reduzido ndo deve ultrapassar
5,2 e 6,7 para vinhos de mesa finos tintos e brancos,
respectivamente. Foi observado que todas as amostras se
encontram abaixo do limite maximo estabelecido pela
legislacdo, exceto a amostra de vinho branco C,. Isso
pode indicar uma correcdo excessiva do grau alcodlico,
prejudicando a sua qualidade final.

Da mesma forma, os niveis de SO, total das
amostras tintas e brancas nio ultrapassaram o limite
maximo (0,35g.L’") fixado pela referida Portaria', sendo
as menores médias apresentadas pelas amostras de vinho
tinto At e Bt, ambas com 0,03g.L". O anidrido sulfuroso,
empregado como agente antimicrobiano e antioxidante
na produgao de vinhos, tem sido associado com processos
alérgicos e, portanto, ha uma tendéncia na reducao das
quantidades utilizadas desse aditivo no vinho*.

Quanto ao contetido de agticares residuais totais,
as quantidades obtidas permitem classificar todos os
vinhos tintos analisados como do tipo “meio-seco’,
ao contrario do declarado nos seus rétulos (secos),
principalmente a amostra D,, que apresentou a maior
média (10,31g.L?). Ja para os vinhos brancos, as amostras
A, e B, podem ser classificadas como do tipo “doce” ou
“suave” e a amostra C, como do tipo “seco”. No entanto, a
amostra D, também deveria ser classificada como do tipo
“meio-seco’, contradizendo o seu rétulo (seco). Para ser
considerado um vinho do tipo seco, é necessario que os
niveis de agucares residuais totais presentes estejam iguais
ou abaixo de 5 g de glicose por litro de vinho'.

Para os compostos fenolicos totais, as amostras de
vinhos tintos que continham apenas Cabernet Sauvignon
eram produzidas no “Vale do Sdo Francisco” (B, e C)
alcangaram as médias mais elevadas (Tabela 1). Esse
fato poderia indicar um maior potencial antioxidante
dessas amostras em relagdo as demais. Outros autores
também encontraram resultados semelhantes quanto a
superioridade das concentracdes de compostos fendlicos
totais de vinhos Cabernet Sauvignon em detrimento
de outras variedades, como a Merlot®. Lucena et al.*
analisaram amostras de vinhos do “Vale do Sao Francisco’,
onde seus teores variaram de 3,2 a 59g.L"! e a amostra
composta por uvas Shiraz (safra 2005) alcangou a maior
média. Estes autores citam a influéncia que a forte
exposi¢do solar nas uvas tipicas dessa regiao do pais exerce
sobre o conteudo fenélico nos vinhos. Uvas expostas a luz
solar poderiam conter cerca de 10 vezes mais compostos
fenolicos totais que as cultivadas sob a sombra.

Asdiferengas na quantidade de compostos fenolicos
presentes nos vinhos ndo depende apenas do tipo de uva
utilizada e das condicdes de cultivo, mas também de vérios
fatores relacionados ao processamento. Presenca de sementes
e engagos no mosto, tempo e temperatura de maceracao,
numero de trasfegas realizadas e outras etapas tecnologicas
interferem diretamente no seu conteudo fenolico. Talvez
por esse motivo, a amostra A, tenha apresentado a menor
média de compostos fenolicos totais (Tabela 1), mesmo
sendo elaborada na regido do “Vale do Sao Francisco* com
alta exposigdo solar. Dentre as amostras da “Serra Gaucha’,
a amostra E, (Cabernet Sauvignon) apresentou maior
conteudo fendlico que a amostra F, (Merlot). Em virtude
dos fatores acima mencionados, a quantidade de compostos
fenodlicos pode variar consideravelmente nos vinhos tintos,
mas em geral valores entre 1000mg.L"' e 4000mg.L" sdo
obtidos (revisado por Mamede e Pastore”). O contetido
de compostos fenodlicos totais de diversos vinhos tintos
brasileiros variou de 1041,63mgL"' a 1958,78mg.L"
no estudo de Granato et al.?, enquanto Minussi et al.”
obtiveram em média 1920mg.L".

As amostras de vinhos brancos compostas
apenas por Moscatéis (A,, B, e C,) alcancaram as
maiores médias de compostos fendlicos totais (Tabela 2).
Em especial, as amostras A, e B, apresentaram médias
muito elevadas desses compostos, considerando o valor
médio normalmente reportado para vinhos brancos
(200-300mg.L*)*. Estes resultados estdo superiores a
maxima concentracio de fendlicos totais encontrada por
Minussi et al.” (353mg.L") em vinhos brancos brasileiros
da variedade Riesling e provavelmente ocorreram devido
a alta exposigdo solar da regido. Talvez as caracteristicas
genéticas da variedade Chenin Blanc utilizada na amostra
D, ndo tenha favorecido a produgdo de altos niveis de
compostos fendlicos nessa amostra.

Dentre as amostras produzidas no “Vale do Séo
Francisco’, a amostra A, produzida com uvas Cabernet
Sauvignon/Shiraz apresentou a maior média com relagdo
as concentragdes de antocianinas totais, seguida pela
amostra D, composta pelas mesmas variedades de uva.
As amostras elaboradas na regido da “Serra Gautcha”
também apresentaram meédias elevadas para antocianinas
monoméricas  totais, diferindo  significativamente
(p<0,05) apenas da amostra C, (Tabela 1). Os resultados
de antocianinas monoméricas encontram-se proximos
aos reportados por trabalhos recentes envolvendo vinhos
brasileiros, variando de 9,35 a 237,71lmg.L"! * e de 52 a
20,7mg.L" **. Assim como Lucena et al** verificaram, os
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resultados mostraram que as quantidades de antocianinas
monoméricas provavelmente ndo foram responsaveis
pelo alto contetdo fendlico das amostras do “Vale do Sao
Francisco’, ja que suas concentragdes estavam dentro do
reportado na literatura para vinhos tintos nacionais.

Os pardmetros de cor das amostras de vinhos
tintos indicaram que as amostras A, e B, apresentaram os
menores indices de L* (luminosidade), sendo, portanto, as
mais escuras, enquanto a amostra C, foi a mais clara com a
maior luminosidade (Tabela 1). A amostra B, apresentou
os menores valores de a*, b* e C*, ou seja, menos cor
vermelha e amarela e menor saturacdo da cor (Tabela 1).
Possivelmente, este fato esta relacionado ao seu elevado
pH (3,93), uma vez que Jackson' cita que vinhos com
pH>3,9 estdo mais susceptiveis a oxidacdo dos compostos
fendlicos e, portanto, a perda de sua cor jovem. O alto
valor de pH também foi atribuido como um dos fatores
responsaveis pelos baixos indices de C* e a* observados em
vinhos Tempranillo®.

Ja as amostras de vinhos brancos apresentaram
altos indices de luminosidade (L*), ou seja, se mostraram
claras e luminosas com valores proximos a 100 (Tabela 2).
Esse é um aspecto muito importante na qualidade de
vinhos brancos, ja que a opacidade esta relacionada
a falhas da cadeia produtiva e comprometimento da
sanidade da bebida.

Quanto ao componente de cor vermelha (a*),
foram observadas as maiores médias (36,13 e 35,50) nas
amostras de vinhos tintos elaborados na “Serra Gatcha”
(E, e F, respectivamente), seguidas pela amostra A, (35,00)
produzida no “Vale do Sao Francisco”. Nao houve diferenca
significativa (p<0,05) entre essas trés amostras. As amostras
com menor componente vermelho (B, e C,) foram elaboradas
a partir da variedade Cabernet Sauvignon no “Vale do Sao
Francisco” O corte Cabernet Sauvignon/Shiraz parece ter
favorecido a maior intensidade de a* somente entre as
amostras da regido Nordeste do pais (Tabela 1).

Nas amostras de vinhos brancos, os valores
observados do componente de cor verde (-a*) foram
mais associados a cor verde nas amostras A, e B, do
que nas amostras C, e D, (Tabela 2) de acordo com o
espaco de cor CIELAB, embora os valores tenham sido
proximos e apenas as amostras A, e C, tenham diferido
significativamente (p<0,05).

Os maiores valores do componente de cor amarela
(b*) dos vinhos tintos foram obtidos nas amostras C, D,
e F, (Tabela 1), o que pode conferir uma coloragdo um
pouco mais alaranjada nessas amostras. Devido ao fato dos
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vinhos tintos exibirem cor predominantemente vermelha,
em geral, o valor de a* é maior que b*. Este fato pode
induzir ao pensamento de que b* seria um pardmetro
“secundario’, porém do ponto de vista psicométrico (como
a cor é percebida pelo olho humano), ambos a* e b* sdo
importantes para a estimativa da cor, principalmente em
alguns vinhos jovens com altos niveis de derivados da
malvidina®.

Ja as amostras de vinho branco A, e B,
apresentaram valores de b* mais intensos, enquanto as
amostras C, e D, obtiveram valores menores para esse
mesmo pardmetro (Tabela 2). Como uma das principais
contribuicoes dos compostos fendlicos em vinhos é a cor,
possivelmente a maior intensidade de cor amarela nas
amostras A e B, aconte¢a em razao do seu maior conteudo
fenolico (Tabela 2). Os principais compostos responsaveis
pela coloracdo de vinhos brancos sido as catequinas e os
hidroxicinamatos, os quais sao inicialmente incolores, mas
podem ser oxidados enzimaticamente ou quimicamente
formando produtos de cor amarela ou marrom ***'.

Em um estudo sobre o perfil de compostos
fenolicos de vinhos brancos varietais produzidos nas Ilhas
Canarias™, os resultados obtidos dos compostos fenolicos
foram correlacionados com as coordenadas CIELAB
alcancadas. Foi sugerido que vinhos brancos com maior
teor de compostos fendlicos exibiriam tonalidades mais
amareladas pela maior formagao de compostos decorrentes
do escurecimento pela sua oxidagio.

Com relagio ao valor de croma (C*) dos
vinhos tintos, é possivel observar que a amostra C
alcangou a maior média, seguida pelas amostras E, e F,,
sem diferenga significativa (p<0,05) (Tabela 1). Essas
amostras apresentaram, portanto, uma coloragdo vivida,
concordando com o trabalho de Granato et al.?, onde
foi afirmado que valores de C* préximos ou maiores que
50 correspondem a cores mais vividas. O valor de croma
(C*) das amostras de vinhos brancos foram baixos e
proximos a origem das coordenadas do espago CIELAB,
principalmente as amostras C, e D, (Tabela 2).

O angulo da tonalidade da cor (h) indicou que as
amostras tintas C, D, e F, se encontraram mais afastadas
do eixo 0° (vermelho), tendendo a direcdo do eixo
90°(amarelo), concordando com as maiores médias de
b* alcangadas por essas amostras (Tabela 1). A amostra
A, foi a que apresentou menor média de h e, portanto,
maior proximidade com o eixo 0°. Com relagao aos vinhos
brancos, as amostras A, e B, apresentaram médias de h
mais proximas do eixo 90°, indicando tonalidade de cor



De Oliveira LC, De Souza SO, Mamede MEO. Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas e colorimétricas de vinhos finos de duas principais
regides vinicolas do Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2011;70(2): 158-67.

Bo
3-
& 14
S
=
2 i} i}
[
a
§ 11
E
g 2 "
-3
=
“1"
T T T T T T T T T
-4 -3 -2 -1 1] 1 2 3 4 5

Componente I(41,7%)

DEN: densidade relativa a 20°C, GA: grau alcodlico, AT: acidez total, AV: acidez
volatil corrigida, AF: acidez fixa, EST: extrato seco total, ESR: extrato seco
reduzido, AESR: relagdo dlcool em peso/extrato seco reduzido, SO2: anidrido
sulfuroso total, ACU: agucares residuais totais, FEN: compostos fenolicos
totais, ANT: antocianinas totais, L*: luminosidade, a* componente verde-
vermelho, b*: componente azul-amarelo, C* cromaticidade da cor, h: angulo da
tonalidade da cor, = Amostra A, B=Amostra B, 0= Amostra C;, ® = Amostra
C,, ® = Amostra E,, O = Amostra F,

Figura 1. Projecdo bidimensional dos resultados obtidos da Andlise
de Componentes Principais I e II para os pardmetros fisico-quimicos
e colorimétricos das amostras de vinhos tintos

mais amarelada, concordando também com as maiores
meédias de b* (Tabela 2).

A fim de verificar se os resultados das analises
fisico-quimicas e colorimétricas poderiam diferenciar
as amostras de acordo com a variedade de uva (ou
da regido geografica, no caso dos vinhos tintos), uma
Andlise de Componentes Principais (ACP) em matriz
de correlagdo foi realizada (Figuras 1 e 2). Nesse tipo
de andlise multivariada, amostras similares geralmente
ocupam regides proximas no grafico e sao caracterizadas
pelos vetores que representam os parametros avaliados.
A proximidade dos diferentes vetores entre si pode sugerir
uma correlacio positiva.

O modelo de ACP desenvolvido para as amostras
de vinhos tintos (Figura 1) mostrou que os Componentes
Principais I e II foram capazes de explicar 71,1% da
variacdo total dos dados, onde o Componente I explicou
41,7% e o Componente II, 29,4%.

Foi possivel verificar que o grau alcodlico e as
antocianinas totais foram importantes na caracterizacdo da
amostra A, bem como os compostos fendlicos e o pH na
caracterizagdo da amostra B,. A amostra C, foi caracterizada
principalmente por maior dngulo da tonalidade da cor,
enquanto a amostra D,, por maior quantidade de agticares
residuais totais, sendo também importantes a acidez total
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Componente I(71,9%)

DEN: densidade relativa a 20°C, GA: grau alcodlico, AT: acidez total, AV: acidez
volatil corrigida, AF: acidez fixa, EST: extrato seco total, ESR: extrato seco
reduzido, AESR: relagdo dlcool em peso/extrato seco reduzido, SO2: anidrido
sulfuroso total, ACU: agucares residuais totais, FEN: compostos fendlicos
totais, L*: luminosidade, a* componente verde-vermelho, b*: componente
azul-amarelo, C* cromaticidade da cor, h: 4ngulo da tonalidade da cor, O =
Amostra Ay, A = Amostra By, + = Amostra C,, O = Amostra Dy

Figura 2. Proje¢ao bidimensional dos resultados obtidos da Anilise
de Componentes Principais I e II para os pardmetros fisico-quimicos
e colorimétricos das amostras de vinhos brancos

e a acidez fixa. Quanto as amostras elaboradas no sul do
pais, a amostra E, se caracterizou pelo componente de cor
vermelha, grau alcodlico e antocianinas totais. Ja a amostra
F, foi caracterizada principalmente pelo componente de
cor vermelha, cromaticidade da cor e relacdo dlcool em
peso/extrato seco reduzido. No entanto, ndo houve uma
discriminagdo das amostras tintas em fungao da variedade
de uva empregada ou da regiao geografica de produgao
pela técnica da ACP.

Por outro lado, o modelo de ACP gerado pelas
amostras de vinhos brancos (Figura 2) mostrou que os
Componentes Principais I e I explicaram 90,6% da variagao
total dos dados, onde o Componente I explicou 71,9% e o
Componente II, 18,7%.

Foi observado que o extrato seco reduzido
e o componente de cor verde foram importantes na
caracterizagdo da amostra A, enquanto a densidade e os
agucares residuais totais na caracterizagdo da amostra B,.
A amostra C, foi caracterizada principalmente por maiores
indices de SO, total e relagdo alcool em peso/extrato seco
reduzido. A amostra D, se caracterizou por grau alcodlico,
acidez total, luminosidade e angulo da tonalidade da cor,
sendo também importante a acidez volatil e a acidez fixa.
Também nao foi possivel uma discriminagao das amostras
brancas através da ACP quanto a variedade de uva usada,
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porém houve uma discriminagao entre as amostras secas e
suaves pelo Componente I (Figura 2).

Miele et al.* conseguiram discriminar através de
ACP cinco de um total de sete regides viticolas brasileiras,
dentre elas o “Vale do Sao Francisco” e Sao Joaquim (“Serra
Gatcha”). Os vinhos produzidos no “Vale do Sao Francisco”
foram caracterizados por maior teor de potassio, pH,
densidade e acidez volétil. Os vinhos produzidos em Sao
Joaquim se caracterizaram por variaveis relacionadas ao
“corpo” e a cor do vinho.

CONCLUSAO

Apesar dos valores relativamente altos de pH e da
acidez volatil de algumas amostras, tanto os vinhos tintos
quanto os brancos apresentaram os pardmetros analiticos
dentro dos limites fixados pela legislacdo brasileira para
bebidas alcodlicas, exceto o teor de a¢ticar residual total das
amostras de vinho tinto analisadas. Com relacdo asamostras
de vinho branco, a amostra C, (“Vale do Sao Francisco”)
foi a tinica que apresentou alteragdo na relacdo dlcool em
peso/extrato seco reduzido. As amostras de vinhos tintos
apresentaram boa saturacdo da cor (C*), enquanto as
amostras de vinhos brancos alcangaram niveis elevados de
luminosidade (L*). Nio foi possivel uma discriminagéo das
amostras com base apenas na variedade de uva utilizada (ou
na sua procedéncia geografica, no caso dos vinhos tintos)
através da Andlise de Componentes Principais.
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ABSTRACT

This study evaluated the physical and chemical characteristics (moisture, pH, acidity titratable, soluble solids
and color) and lycopene retention in dried tomatoes submitted to different pretreatments. The tomatoes were
cut longitudinally and submitted to the osmotic dehydration for 120 minutes. Six osmotic solutions were
used with the following concentrations: NaCl 5%, NaCl 10%, NaCl 5% + sucrose 10%, NaCl 10% + sucrose
5%, sucrose 5%, sucrose 10% (w/v), and the osmotic dehydration was conducted with direct application of
the solutes (NaCl or mixture of NaCl + sucrose). Soon afterwards the tomatoes were submitted to drying at
65°C for 12 hours. The osmo-convective drying promoted an increase in the level of soluble solids, titratable
acidity and reduction of the pH, except for the sucrose solutions, that did not alter the pH of the tomatoes.
The ternary solution (NaCl + sucrose), binary (NaCl 10%) and the direct application of the solutes promoted
significant moisture reduction in relation to the control. The osmotic solutions only containing sucrose or
NaCl 5% presented lycopene retention significantly superior to the other treatments. The use of the osmotic
dehydration as pretreatment for drying of the tomato can contribute to accelerate the drying process and to
preserve the tomato lycopene level.

Keywords. dried tomato, osmotic dehydration, lycopene.

RESUMO

Este estudo avaliou as caracteristicas fisicas e quimicas (umidade, pH, acidez titulavel, sélidos soluveis e cor) e
aretencio de licopeno em tomates secos submetidos a diferentes pré-tratamentos. Os tomates foram cortados
longitudinalmente e submetidos a desidratacdo osmdtica por 120 minutos. Foram utilizadas seis solugdes
osmoticas com as seguintes concentragdes: NaCl 5%, NaCl 10%, NaCl 5% + sacarose 10%, NaCl 10% + sacarose
5%, sacarose 5%, sacarose 10% (p/v). Foi também realizada desidratacdo osmética com aplicagdo direta dos
solutos (NaCl ou mistura de NaCl + sacarose). Em seguida, os tomates foram submetidos a secagem, a 65°C,
durante 12 horas. A secagem osmoconvectiva promoveu aumento do teor de sélidos soltveis, acidez titulavel
e reducdo do pH, exceto para solugdes de sacarose que ndo alteraram o pH dos tomates. As soluges ternarias
(NaCl + sacarose), bindria (NaCl 10%) e a aplicagdo direta dos solutos promoveram redugio significativa
da umidade em relagdo ao controle. As solucdes osméticas contendo apenas sacarose ou com NaCl 5%
determinaram reteng¢io de licopeno significativamente superior aos demais tratamentos. A utilizagdo da
desidratagdo osmatica como pré-tratamento para secagem do tomate pode contribuir para acelerar o processo
de secagem e preservar o teor de licopeno de tomates.

Palavras-chave. tomate seco, desidratagio osmotica, licopeno.
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INTRODUCTION

The tomato is the second most produced
horticultural product in the world, only being surpassed
by the potato. Due to its low cost and availability
throughout the year, its consumption is observed in all
of the socioeconomic classes, reaching a considerable
portion of the Brazilian population. The tomato is being
widely cultivated in Brazil, being the main vegetable in
production volume, with prominence for the states of
Goids, Sao Paulo, Minas Gerais, Pernambuco and Bahia,
with about 77% of the annual national production’.

The tomato and its products have been considered
foods with functional properties, due to the positive effect
of its consumption on the prevention of chronic diseases
such as certain cancers and coronary heart disease (CHD).
Those effects are associated to the presence of antioxidant
phytochemicals, among which lycopene stands out. The
tomato and its products constitute the main source of
lycopene of the human diet>*.

The dehydration of the tomato to obtain the dried
tomato has been seen as an important alternative to prolong
the consumption period of the fruit, avoid production
surplus waste and a commercialization alternative when
the fresh tomato supply is higher than the demand*.

The production of the dried tomato has been
increasing in recent years, due to its growing appreciation
in Brazilian cookery. Some research has been conducted
with the objective of developing techniques to minimize
alterations in the color, flavor and texture and loss of
nutrients and lycopene due to the drying conditions
applied to tomato®*. Osmotic dehydration has been used
as a pre-treatment for tomato drying, because it reduces
the drying time, generating savings and improving the
sensorial characteristics of the final product®’.

Osmotic dehydration of foods consists of the
partial removal of water by the pressure caused when
the product is put in contact with a hypertonic solution
of solutes (sugar, salt or both), thus decreasing the food
water activity. When the food is put in the hypertonic
solution, the water passes through the cell walls of the
fruit to the solution’. Its application in the dehydration of
the tomato can contribute to preserve the lycopene levels.
However, the use of solutes and different concentrations
can alter the physical characteristics and chemistries of
the final product.

The preservation of the lycopene content of tomato
during drying is essential to maintain their functional

properties. This work was conducted with the objective
of evaluating the effects of the application of osmotic
dehydration, as pre-treatments for the drying of tomatoes,
on their physical and chemical characteristics and on
lycopene retention.

MATERIAL AND METHODS

This work was conducted in the Food Science
Department of the Federal University of Lavras (UFLA),
in Lavras, Minas Gerais. In this study, tomatoes of the
Bonus cultivar were used, produced in an organic system
in the horticulture sector of the Federal University of
Lavras. After harvest, the tomatoes were selected, washed
in running water to eliminate dirt and stored under room
temperature until completely ripe, reaching an intense red
coloration in every fruit.

The tomatoes were divided in 2 kg lots, sanitized in
chlorinated water (200 ppm), for 15 minutes. Soon afterwards,
under room temperature, they were cut with stainless steel
knife perpendicular to the longitudinal direction, forming
pieces corresponding to a fourth of the tomato. The seeds
were removed with a stainless steel spoon.

The obtaining of the dried tomato was carried
out using two different techniques: osmo-convective
(OCD) and hot air convective drying (CD). In the
osmo-convective drying, the hot air convective drying
is preceded by osmotic dehydration. The tomatoes were
submitted to the osmotic dehydration, for 120 minutes,
as pre-treatment for drying convective. To perform the
osmotic dehydration (OD), the cut tomatoes, without
seeds, were immersed in different solutions, at a proportion
of 1:3 tomato/solution (g/mL), as follows: OD, (NaCl 5%),
OD, (NaCl 10%), OD, (NaCl 5% + sucrose 10%), OD,
(NaCl 10% + sucrose 5%), OD; (sucrose 5%), OD, (sucrose
10%) (w/v). Osmotic dehydration without immersion in
solution was also conducted, with the direct application of
solutes (OD, NaCl and OD; NaCl + sucrose, proportion
1:1, w/w), in which the tomatoes were covered by a fine
layer of NaCl, isolated or combined with sucrose.

After the osmotic dehydration, the tomatoes
were distributed in stainless steel trays and placed in an
oven, with air circulation at 65°C. The trays remained in
the oven for 12 hours and then the samples removed and
submitted to the physical and chemical analyses. For the
control treatment, 2 kg of tomatoes was submitted to direct
drying (convective drying-CD) in the oven without being
submitted to the osmotic dehydration.
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All of the physical and chemical analyses were
determined in the dried tomatoes from the osmo-convective
and convective drying and in the fresh tomato.

The coloration was measured using the
Minolta CR-400 colorimeter, with the determination in
the system CIE L*, a*, b*, with a standard white ceramic
plate. The readings were taken directly at the central
points of the internal (endocarp) and external (epicarp)
surfaces of the dried tomato slices. Five readings of each
sample were taken.

The moisture was determined by the gravimetric
method employing heat, according to the procedure of
the Association of Official Analytical Chemists - AOAC®.
The soluble solids level (SS) was determined using the
Atago, I model N-1 refractometer, according to AOAC®.

The hydrogenic potential was measured using a
portable Ingold, pH206 pHmeter. The titratable acidity
was determined by titration with a solution of NaOH 0.1M
and phenolphthalein as indicator, according to the Adolfo
Lutz Institute’. The results were expressed in mg citric
acid.100g™ of the fruit.

The lycopene level was determined according
to the method proposed by Nagata e Yamashita'®. The
lycopene was extracted using a mixture of acetone
and hexane (4:6). The extracts were submitted to
spectrophotometer readings at different wavelengths (453,
505, 645 and 663 nm) and the lycopene concentration
was calculated according to the equation:

Lycopene (mg/100 mL) = 0.0458.A, + 0.204.A,;, +
0.372.Aq; - 0.0806.A ..

The results were transformed to be expressed

inpg.g'.
The lycopene retention percentage was calculated
according to the equation

lycopene in dried tomato (ug x 100g' DM) x 100

9%R= :
lycopene in fresh tomato (ug x 100g"' DM)

where: DM = dry matter

The study was conducted using a completely
randomized design (CRD) with three repetitions, totaling
10 treatments and 30 portions. For the data analysis, the
SISVAR program was used''. The data were submitted to
the variance analysis, complemented with the Scott-Knott
test to 5% of probability.
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RESULTS AND DISCUSSION

The averages of moisture, pH, soluble solids (SS),
titratable acidity (TA) and SS/TA of fresh tomatoes and
those submitted to osmo-convective (OCD) and convective
(CD) drying are presented in Table 1.

The osmo-convective and convective drying
reduced the moisture of the tomatoes significantly, after
12 hours of drying. The osmo-convective drying was
more effective than the convective drying (control), when
solution of NaCl at 10%, (OCD,), ternary solutions of
NaCl + sucrose (OCD, and OCD,) and solutes without
immersion (OCD, and OCD,) were used. Corréa et al’
also observed that the osmotic dehydration favors the loss
of moisture of the tomato during the drying process. The
application of the osmotic dehydration as pre-treatment
can reduce the tomato drying time, reducing the costs of
this processing stage.

Considering only the osmo-convective drying,
the pre-dehydration with solutes without immersion was
more effective than the pre-dehydration with immersion
in solutions, due to greater solute concentration of these
treatments that increase the osmotic effect. It is important
to observe that the osmotic solutions only containing
sucrose (OCD, and OCD,) presented performance equal
or inferior to the control (CD). That can occur due to the

Table 1. Average values of physical and chemical characteristics of
tomatoes subjected to osmo-convective and convective drying and the
fresh tomato

Treatments Moisture pH SS TA SS/TA
(%) (°Brix) (% citric acid)

OCD, 75.83¢ 3.91° 18.97¢ 0.70¢ 27.09°
OCD, 71.56¢ 3.72¢ 27.50° 0.81° 34.10*
OCD, 71.84¢ 3.98°  22.00° 0.81° 27.31°
OCD, 70.35¢ 3.65¢  22.00° 0.80° 27.61°
OCD, 85.63" 4.02° 14.30¢ 0.70¢ 19.83¢
OCD, 79.07¢ 4.03 16.87¢ 0.72¢ 23.95°
OCD, 61.95¢ 3.52¢  30.80° 0.84* 37.17*
OCD, 63.03¢ 3.64°  33.00* 0.85* 38.65°
CD 79.21¢ 4212 17.60¢ 0.77° 22.85°
Fresh Tomato ~ 95.07* 4.14* 5.50¢ 0.38¢ 14.34¢
CvV 347 1.88 10.74 4.05 12.26

SS = soluble solids, TA = titratable acidity, OCD, = NaCl 5%, OCD,
= NaCl 10%, OCD, = NaCl 5% + sucrose 10%, OCD, = NaCl 10% +
sucrose 5%, OCD5 = sucrose 5%, OCD, = sucrose 10%, OCD, = NaCl
without immersion, OCD,; = NaCl + sucrose without immersion, CD
= convective drying. Averages followed by same letter in the column do
not differ by Scott-Knott test at 5% probability
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fact that the sugar forms a barrier on the tomato surface,
hindering the exit of water from the fruit during drying'*.
On the other hand, in spite of the sucrose presence in the
ternary solutions (OCD, and OCD,), these presented
moisture reduction superior to the control. This was
probably observed due to the presence of NaCl, that
reduced the formation of the sugar layer on the food
surface, promoting higher dehydration rates®.

The osmo-convective drying reduced the pH
of the tomato significantly compared to the control and
fresh tomato. The pre-dehydration with NaCl without
immersion (OCD,) led to the highest pH reduction among
all the treatments, due to higher concentration of organic
acids, followed by NaCl + sucrose (OCD,) and NaCl 10%
in solution (OCD,). Venske et al.”” found pH average equal
to 3.98 in tomatoes dehydrated to 81.6% moisture. The
reduction of the pH reduces the microbial proliferation,
favoring the conservation of the product'*.

The dehydration, in spite of the treatment used,
produced increase in the concentration of the organic
acids, causing significant elevation of the titratable acidity
(TA) of the tomato (Table 2). The tomatoes submitted to
the osmotic dehydration with sucrose solution (OCD, and
OCD,) and NaCl at 5% (OCD,) presented significantly
lower TA than the control. However, the tomatoes
submitted to the pre-dehydration with solutes without
immersion (OCD, and OCDy) presented TA significantly
higher than the control (p < 0.05). The TA of the tomatoes
submitted to the other treatments did not differ from that
observed in the control. The elevation of the TA promoted
by the dehydration can be associated to the tendency of the
fall of the pH of the dried tomatoes. However, the elevation
of the TA was not proportional to the water loss observed
with the drying. Other authors have observed an increase
of the TA in tomatoes submitted to drying'>".

The convective and osmo-convective dehydration
promoted significant increase (p < 0.05) of the tomato
soluble solids (SS) levels. That increase is due to the loss
of water during the dehydration of the tomato and the
transfer of solutes during the pre-dehydration.

The treatments with osmo-convective drying
withoutimmersion (OCD,and OCDy), which produced the
highest water loss during drying, also determined higher
SS levels. Unlike the other treatments, the osmotic pre-
dehydration with solution of NaCl at 5% and with sucrose
solutions at 5% and 10% determined SS levels statistically
equal to those observed in the control. In general, the SS
level of the fresh tomato varies between 4° and 6° Brix and

it increases with maturation and dehydration of the fruit®.
Silva et al."® found higher SS levels in tomatoes submitted
to the osmo-convective drying with solution of NaCl 5%
+ sucrose 10% (28.33 °Brix) than with solution of NaCl
at 10% (24.33 °Brix), different from that observed in this
study. The presence of sodium chloride in the solution
can favor the sucrose incorporation in the tomato, due to
the increase of the cell membrane permeability, caused by
physical alterations provoked by the sodium chloride®. The
elevation of the SS levels was not totally proportional to the
moisture reduction of the tomatoes, indicating that solute
transfer occurred during the osmotic dehydration.

The SS/TA ratio, that has a decisive role in the
flavor of the tomato, increased significantly compared
to fresh tomato, except for the treatment with sucrose
solution at 5%. However, only the treatments with osmo-
convective drying without immersion (OCD, and OCD,)
and with immersion in solution of 10% sodium chloride
(OCD,) produced significant increase of the SS/TA ratio
in relation to the control (CD). According to Lisiewska
and Kmiecik", SS/TA ratio values higher than 10 indicate
optimum combination between sugar and acidity, being
correlated with mild flavor. All of the dried tomatoes of
the present study presented an SS/TA ratio above 10. It is
worth remembering that the dried tomato in preserves,
available in the retail market, will have the flavor influenced
by the mixture of oils and seasonings used to elaborate
the preserve. In general, mixtures of olive oil and soy or
sunflower oil are used, with addition of seasonings such as
garlic, salt and oregano.

Analyzing the joint data of Table 1, the osmo-
convective dehydration with NaCl without immersion
(OCD,) stands out, that determined lower moisture and
pH values and higher SS/TA ratio, that potentially can be
associated to longer shelf life and better flavor.

The average levels of lycopene and its retention
percentage undergoing drying tomatoes and fresh
tomatoes are presented in Table 2.

The water removal by the osmo-convective
and convective drying processes led to a significant
increase (between 3.1 and 5.8 times) of the lycopene level
concentration in the dried tomatoes compared to the fresh
tomatoes. Various studies have shown higher lycopene
levels in the dehydrated tomato in relation to the fresh
tomato®'®"”. Muratore et al.’® verified a lycopene level
increase from 2.8 to 3.5 times in dehydrated tomatoes. The
increase of the lycopene level observed in products derived
from the tomato, such as extracts and sauces, is due to the
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Table 2. Average values of the lycopene content and retention
percentage of tomatoes subjected to osmo-convective and convective
drying and the fresh tomato

Table 3. Average values and standard deviations of the color parameters
L* a* b*, in tomatoes subjected to osmo-convective and convective
drying and the fresh tomato

Lycopene Lycopene Lycopene Retention

Treatments

(ug.g' FMY)  (ug.g' DM) (%)
OCD, 105.34° 435.83° 97.53"
OCD, 96.03¢ 353.76¢ 80.50¢
OCD, 107.87° 383.05° 85.72¢
OCD, 80.54° 271.644 60.78°
OCD, 67.83f 472.02° 105.57°
OCD, 92.30° 441.00° 98.65"
OCD, 93.56° 245.69¢ 54.98f
OCD, 126.87° 343.16¢ 76.79¢
CD 67.28f 328.92¢ 73.60¢
Fresh Tomato 22.038 446.85 100.00
(% 4.70 5.42 3.83

Treatments Internal wall External wall
L* a* b* L* a* b*

OCD, 36.85° 23.60° 11.33* 37.40° 2577 15.41°
OCD, 37.43% 29.26° 15.34* 39.15*° 26.19* 17.04°
OCD, 32.81¢ 27.61*° 14.15 36.60° 2539° 17.71°
OCD, 38.12° 27.11* 14.87*° 36.05> 28.79" 22.20°
OCD, 38.50° 23.26" 14.46* 35.88> 27.10° 20.74*
OCD, 36.83° 28.76* 1520*° 35.47° 25.88> 18.32°
OCD, 39.68* 30.52* 17.88* 37.98 30.72* 20.95*
OCD, 39.40* 29.41* 16.33* 37.77* 34.76° 23.17*
CD 39.78* 21.19* 9.61° 39.43* 23,53 14.15°
Fresh Tomato 33.95¢ 20.23* 9.68" 37.38*  26.78" 26.06*
CvV 4.82 5.39 3.97 4.82 12.70  13.97

*FM=freshmatter, DM=drymatter, OCD,=NaCl5%, OCD,=NaCl10%,
OCD, = NaCl 5%+ sucrose 10%, OCD, = NaCl 10% + sucrose 5%,
OCD, = sucrose 5%, OCDg = sucrose 10%, OCD, = NaCl without
immersion, OCDy = NaCl + sucrose without immersion, CD =
convective drying. Averages followed by same letter in the column do
not differ by Scott-Knott test at 5% probability

action of the temperature that favors the rupture of the
cell walls, increasing the availability of the free lycopene®.
Furthermore, during the tomato processing, moisture
reduction occurs, increasing the lycopene concentration®.

The tomatoes submitted to the osmo-convective
drying with immersion in solutions with sucrose (OCD,
and OCDy) or NaCl 5% (OCD,) had a significantly higher
average lycopene retention than the other treatments. Also
was observed that the increase of the sodium chloride level
in the osmotic solutions reduced the lycopene retention,
while theincrease of the sucroselevel in the ternary solutions
elevated the retention of this carotenoid. Tonon et al.** also
found higher lycopene retention in tomatoes submitted to
the osmotic dehydration with solutions containing sucrose.
According to Shi et al.* the sugar penetrates into the cell
matrix and increases the bonding force of the lycopene
with the cell matrix, reducing the lycopene oxidation.

The treatment with 5% sucrose presented a
lycopene retention percentage above 100%. This probably
occurred because the lycopene was not fully extracted
in fresh tomatoes due to be bonded to cell matrix
components, which hinders its extraction from the fruit.
According to Rodrigues-Amaya* heat treatment breaks
down the structures of the tomato cell matrix improving
the extraction of lycopene.
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OCD,= NaCl 5%, OCD, = NaCl 10%, OCD, = NaCl 5%+ sucrose
10%, OCD, = NaCl 10%+ sucrose 5%, OCD; = sucrose 5%, OCD, =
sucrose 10%, OCD, = NaCl without immersion, OCDy = NaCl +
sucrose without immersion, CD = convective drying. Averages followed
by same letter in the column do not differ by Scott-Knott test at
5% probability

The osmotic dehydration can be used as a first step
in the drying of tomatoes, because it contributes to the
removal of water and the preservation of the lycopene level
and color, which is the most important quality attribute of
that fruit”. Sanjinez-Argandon et al.*® verified that the use
of the osmotic dehydration as a pre-treatment in the guava
drying process improved the final quality of the product,
increasing the vitamin C and carotenoid retention. Those
results were attributed to the reduction of the product of
oxidation due to the formation of a sugar layer on the guava
surface, reducing the contact with oxygen. The results
observed in the present study show that the lycopene
retention was only favored with the osmotic solutions
with NaCl 5% and NaCl 5% + 10% sucrose (OCD, and
OCD,), and 5% or 10% sucrose (OCD, and OCD,). The
pre-dehydration with NaCl without immersion promoted
lycopene retention inferior to that of the control.

The average values of the color parameters L*, a*,
and b* of the dried and fresh tomatoes measured on the
internal and external surfaces of the slices are presented
in Table 3.

For tomatoes, the coloration is the main purchase
decision factor used by the consumer®. The parameters
L* and a* presented significant variation, mainly in the
internal wall of the tomatoes. While the parameter L*
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(clarity) presented tendency of increase in the internal
wall, except for the treatment with solution of NaCl 5% +
10% sucrose (OCD,), in the external wall, that parameter
remained stable for most of the treatments. In the external
wall, the pre-dehydration with solutions containing sucrose
led to significant reduction of the L* parameter in relation
to the fresh tomato. The darkening observed in those
treatments can be associated to the higher formation and
accumulation of hydroxymethylfurfural (HMF). Camara
et al.?® (2003) found a higher HMF level in ketchup, a
product that receives sucrose addition during processing,
compared to the industrialized tomato juice.

The convective drying did not significantly modify
the a* value of the internal and external walls of the
tomatoes, suggesting little, or no, interference in the red
coloration of the dehydrated fruits, in comparison with
the fresh tomato. The same was observed for the osmo-
convective drying using NaCl 5% (OCD,) and sucrose
5% (OCD;). While the other treatments led to a higher a*
value in the internal wall of the tomato, only the treatments
OCD, and OCD; led to it in the external wall. Because the
red coloration is desirable in tomato and its products, the
treatments OCD, and OCD, stand out, which resulted in
the highest a* values in the dried tomatoes.

In general, the coloration remained more stable in
the external wall of the tomatoes, probably due to protection
exercised by the presence of the cuticle that minimizes the
solute exchanges and contact with oxidizing agents.

A significant increase of the parameter b* was
observed for all the treatments in the internal wall, except
for the pre-dehydration with NaCl 5%. That fact can be
related to the possible increase of the cis lycopene isomers,
that give a more orange tone to the tomato. On the
other hand, in the external wall, the b* values presented
significant reduction for most of the treatments (OCD,,
OCD,, OCD,, OCD, and CD). According to Heredia et
al.” (2010), the emergence of orange tones in dehydrated
tomatoes is related to the presence of cis lycopene isomers.
Shi et al.® found L* values equal to 36.7 and 38.4, for
tomatoes dried in a vacuum system at 55°C with osmotic
pre-dehydration and fresh tomatoes, respectively. Silva
et al.'”” observed increase of the L*, a* and b* values in
tomatoes submitted to the osmo-convective drying with
osmotic solutions of NaCl 10% and NaCl 5% + sucrose
10%, the solution containing sucrose having preserved the
color parameters better.

Emphasize the importance of verifying, in future
works through sensorial analyses, if the color alterations

detected using the color parameters L*, a* and b*, are
sufficient to modify consumer preference in relation to
the dried tomato.

CONCLUSIONS

Different types and concentrations of solutes
influence the effectiveness of the osmotic dehydration
differently, as a pre-treatment in the osmo-convective
dehydration process.

The osmo-convective dehydration, using pure
NaCl, presents as the most effective, from the preservation
and sensorial potential point of view, for jointly leading to
lower moisture and pH values and higher SS/TA ratio and
a* value in the dried tomatoes, although it led to a 45%
decrease in the lycopene retention;

The increase of the sodium chloride concentration
in the binary solutions harms the lycopene retention. To
the contrary, the sucrose addition to the ternary solutions
of sodium chloride and sucrose favors the lycopene
retention.

The osmo-convective dehydration with 5%
sucrose solution, followed by the 10% sucrose and 5%
NaCl solutions, led to higher lycopene retention in the
dried tomato.
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RESUMO

O pescado é um alimento de elevado valor nutricional, mas, por ser rapidamente perecivel, é relevante efetuar
a avaliacdo de sua qualidade. Para avaliar a qualidade dos produtos de pescado beneficiados por 24 industrias
paraenses, foi realizado um estudo abrangendo-se os dados de analises feitas durante nove meses (de maio
de 2005 a janeiro de 2006). As caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas e a verificagdo de temperatura de
conservacdo foramavaliadas em 120 amostras de matérias-primas recebidas para processamento e 133 produtos
beneficiados, para averiguar a conformidade dos produtos com os parametros oficiais. Foram verificados
elevados percentuais de conformidade, respectivamente, nos parametros sensoriais e de temperatura de
conservagio (96,70 e 84,20%); pH e teor de N-BVT (79,00 e 100,00%); provas de cocgdo e do gas sulfidrico
(99,20 € 99,20%) e reagao de amonia (99,20%). Esses resultados demonstram que a matéria-prima processada
e os produtos beneficiados analisados sdo adequados para o consumo concernente as caracteristicas sensorial
e fisico-quimica.

Palavras-chave. alimentos, higiene e controle de qualidade de alimentos, vigilancia sanitaria de pescado.

ABSTRACT

Fish is a highly nourishing food and the raw materials are commonly used for food industries. Due to its
high perishability it is crucial to assess the quality of fish processed products. For evaluating the quality of
fish products from 24 industries in Para state, North Brazil, a study was performed enclosing data from nine
months (from May 2005 to January 2006) analyses on sensory and physicochemical characteristics, and on
the storage temperature in 120 of fish raw material samples and 133 of processed products. This investigation
was carried out for assessing the conformity of the products with official parameters. High percentages of
conformity with the established parameters were found, being sensory and storage temperature (96.70 and
84.20%); pH and N-BVT levels (79.00 and 100.00%); coction and sulphidric gas proofs (99.20 and 99.20%);
and ammonia reaction (99.20%), respectively. This study indicated that both the fish raw material and the
processed fish showed satisfactory quality concerning the sensory and physicochemical parameters.
Keywords. foods, hygiene and quality control of foods, sanitary surveillance of fish.
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INTRODUCAO

O pescado é rico em proteinas, aminoacidos
essenciais e minerais, mas é também um produto perecivel
e, por isso, passivel de avaliagdes de sua qualidade'*.

Fatores intrinsecos (pH préximo da neutralidade,
elevados teores de nutrientes e de atividade de dagua),
extrinsecos (manuseio, transporte, cadeia de frio e condi¢des
higiénicas) e microbiota com intensa atividade metaboélica
influenciam o grau de frescor e a qualidade do pescado’.

Por deteriorar-se gradualmente desde a
captura, o pescado sofre alteragdes passiveis de impedir
sua comercializa¢do; logo, ¢ necessario manter sua
estabilidade fisico-quimica e avaliar suas caracteristicas
antes do processamento e consumo, empregando-se
testes e indicadores de qualidade**.

O estado do Para ¢ um importante produtor de
pescado, cuja produgao é dirigida para o consumo interno
e para o mercado externo, logo precisa oferecer produtos
de elevada qualidade, como matéria-prima destinada
ao processamento industrial e alimento destinado ao
consumo.

O objetivo do presente trabalho foi determinar
a conformidade do pescado beneficiado por industrias
paraenses com os parametros de qualidade sensorial e
fisico-quimica.

MATERIAL E METODOS

Material

Laudos analiticos oficiais do periodo de maio
de 2005 a janeiro de 2006 referentes aos produtos de
24 industrias processadoras de pescado constituiram o
objeto da presente pesquisa.

As industrias processadoras estdo localizadas nos
municipios de Belém (13), Vigia (2), Sao Jodo do Pirabas
(1), Braganga (2), Salvaterra (1), Obidos (2) e Santarém
(2), no estado do Para, eram registradas no Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
e operavam sob a vigildncia sanitaria do Servigo de
Inspegdo Federal (SIF/MAPA).

Métodos

Dados de andlises (sensoriais, de avaliagdo da
temperatura de conservacio das matérias-primas, e
fisico-quimicas dos produtos processados), levantados
nos laudos analiticos, foram comparados com os limites
dos pardmetros oficiais, de acordo com o “Regulamento
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de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal™, para determinagao de percentuais de
conformidade dos produtos com os seguintes atributos
(qualitativos ou quantitativos):

1. Aparéncia das guelras, dos olhos, da pele (ou
escamas), odor, textura e danos fisicos e temperatura
de conservagdo, avaliados nas industrias processadoras
segundo o “Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade do Peixe Fresco (Inteiro e Eviscerado)”;

2. pH, conteido de nitrogénio basico volatil
total (N-BVT), rea¢do de amdnia e provas de cocgdo e
gas sulfidrico, determinados no Laboratério Nacional
Agropecuario (LANAGRO-Para), conforme os “Métodos
Fisicos e Quimicos Oficiais para Controle de Produtos de
Origem Animal e Seus Ingredientes™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Matérias-primas e produtos processados
apresentaram elevados percentuais de conformidade
com os limites das andlises efetuadas (Tabelas 1 e 2).

As matérias-primas recebidas para processamento
apresentaram 96,70% de conformidade com as caracteristicas
sensoriais, somente 3,30% das amostras foram considerados
inadequados para o processamento, enquanto apenas
15,80% sofreram abusos de temperatura (Tabela 1).

Nas industrias de pescado, a avaliacdo sensorial,
ainda que ndo seja o unico, tem sido o controle de qualidade
rotineiramente empregado na inspecdo do pescado
recebido para processamento. Resultados da observagio
dos atributos aparéncia da pele, mucosidade superficial,
aspectos dos olhos, branquias, opérculos, visceras,
musculatura e odor de amostras de tucunaré (Chicla sp)
apresentaram conformidade com os parametros fixados
pela legislagdo brasileira®. Filés congelados de peixes de
diversas espécies (namorado, abrotea, castanho, cacio,
congro-rosa, corvina, linguado, merluza, pescada e
pescadinha) foram considerados de boa qualidade
segundo os atributos de odor e aspecto geral'.

Tabela 1. Percentagem de conformidade com os limites dos pardmetros
de qualidade sensorial e de temperatura de conservagio de pescado
recebido para processamento por industrias paraenses, no periodo de
maio de 2005 a janeiro de 2006. Belém, 2011

Avaliagio sensorial Temperatura (°C)
Amostra
Conformidade Nio conformidade <5 >5
(n) n % n % n % n %
120 116 96,7 4 3,3 101 84,2 19 15,8
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Tabela 2. Percentagem de conformidade com os limites dos pardmetros de qualidade fisico-quimica em produtos
de pescado processados por industrias paraenses no periodo de maio de 2005 a janeiro de 2006. Belém, 2011

Andlises
Produto pH Cocgao Amonia Gas sulfidrico N-BVT
n % n % n % n % n %
Peixe evis. congelado 46 90,2 51 100,0 51 100,0 51 100,0 51 100,0
Filé peixe congelado 47 87,0 54 100,0 54 100,0 54 100,0 54 100,0
Peixe posta congel. 8 89,0 9 100,0 9 100,0 9 100,0 9 100,0
Peixe inteiro congel. 1 50,0 1 50,0 1 50,0 50,0 2 100,0
Peixe evisc. fresco 3 75,0 1 25,0 4 100,0 4 100,0 4 100,0
Camardo s/cabeca congel. 0 0,0 10 100,0 10 100,0 10 100,0 10 100,0
Cauda lagosta cong. 0 0,0 3 100,0 3 100,0 3 100,0 3 100,0
Total 105 79,0 132 99,2 132 99,2 132 99,2 133  100,0
Baixo indice de ndo conformidade, 2,90%, e na prova do gas sulfidrico; no pH; e no pH (Tabela 2).

semelhante ao da presente pesquisa (Tabela 1), foi
também determinado na andlise sensorial de amostras
de “branquinha” (Curimatus ciliatus)*!. A conformidade
do pescado processado pelas industrias paraenses com
os limites sensoriais contrastou, no entanto, com as
observagdes feitas em peixe-serra (Pristis pectinata),
que apresentou-se alterado em 44,45% das amostras
analisadas'®. A corvina (Micropogonias furnieri) eviscerada
e conservada a 0 °C, mesmo tendo sido considerada apta
para o consumo até o 14° dia de estocagem, demonstrou
perda de qualidade sensorial’.

O pescado recebido pelas industrias paraenses
demonstrou conformidade com os limites da temperatura
de conservagio, <5 °C (Tabela 1), apresentando varia¢des
(de 0,1 a2 9,3 °C). O abuso de temperatura, >5 °C, foi
observado em 15,80% das amostras analisadas. Em
pescado resfriado exposto a venda no varejo em Portugal
também foi observado abuso de temperatura, 8 °C*.

Todas as 133 (100,00%) amostras de produtos
de pescado apresentaram conformidade com o limite
estabelecido para N-BVT (até 30mg N/100g), mas o peixe
inteiro congelado revelousomente 50,00% de conformidade
na rea¢io da amdnia, contrariamente aos demais produtos,
que apresentaram 100,00% de conformidade nessa prova.
Nas demais provas, os produtos de pescado revelaram, em
variados — mas, elevados, percentuais, conformidade com
os limites dos pardmetros fisico-quimicos (Tabela 2).

Individualmente, o peixe eviscerado fresco, peixe
inteiro congelado, camardo sem cabega congelado e cauda
de lagosta congelada nao apresentaram conformidade
com os limites qualitativos e quantitativos, em diferentes
percentuais, respectivamente, no pH e na prova da
cocgdo; no pH, na prova da cocgdo, na reagido de amonia

Elevados percentuais de ndo conformidade com o limite
oficial fixado para o pH (6,8) foram também determinados
em filé de peixe congelado, peixe fresco, peixe fresco,
camarao-rosa e carne de caranguejo-uga®'®!>7,

Valores médios do pH, 8,21 e 7,75, em carne de
caranguejo-uca (Ucides cordatus) comercializada em Sao
Caetano de Odivelas e Belém, no estado do Para, excederam
em 100,00% o limite fixado pela legislacdo federal".

As amostras de camardo sem cabega congelado
e de cauda de lagosta congelada analisadas na presente
pesquisa também ndo apresentaram conformidade
com o limite de pH fixado pela legislacdo nacional. A
variacdo de pH parece estar relacionada as condigdes
de armazenamento e a outros procedimentos aos quais
mariscos como o camardo e a lagosta sdo submetidos
imediatamente ap0s a captura'.

Resisténcia a captura, decomposi¢ao de aminoacidos
e ureia, espécie do pescado, tipo e carga microbiana,
métodos de captura, manuseio, armazenamento € uso
excessivo de polifosfatos apds a filetagem sdo fatores que
influenciam a varia¢do do pH em produtos de pescado®.

Com exce¢do de peixe inteiro congelado, todos
os produtos de pescado apresentaram elevado percentual
de conformidade com a reagdo negativa (indicadora de
boa conservagao) na prova do gas sulfidrico (Tabela 2).
Total conformidade para gas sulfidrico foi observada em
peixe-serra (Pristis pectinata) comercializado na cidade
de Maceié-AL". De modo contrario, elevado percentual
de ndo conformidade na prova do gas sulfidrico foi
determinado em amostras de filé de pescado congelado
comercializado em Belo Horizonte-MG".

A prova do gas sulfidrico compara as intensidades
de manchas pretas desenvolvidas, respectivamente, no
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papel de filtro correspondente a amostra de pescado e no
papel de filtro correspondente ao controle (solu¢do-padrio
de sulfeto de sddio), aos vapores desprendidos no
aquecimento (da amostra de pescado e do controle). No
entanto, embora a deteccdo de gas sulfidrico indique
avancado estagio de deterioragao'’, por ser uma prova
subjetiva, ela parece ndo dispor de fundamentagio
cientifica suficiente para o julgamento e juizo de valor
do grau de frescor ou deterioragao de pescado, ainda que
empregada por muitos pesquisadores .

Do mesmo modo, com excecdo de peixe inteiro
congelado, todos os produtos processados apresentaram
conformidade com a reagdo negativa da amonia (auséncia
de desprendimento de fumaga branca e espessa).
Observagao idéntica a da prova do gas sulfidrico deve
ser feita para este parametro quimico como indicativo de
qualidade do grau de frescor de pescado. Os resultados
positivos de gas sulfidrico e rea¢ao de amonia em peixe
inteiro congelado podem indicar processos autoliticos
e deterioracdo do conteido alimentar presente no tubo
digestivo dos exemplares processados'®.

Considerando-se em conjunto os resultados de
pH, cocgao e gas sulfidrico, o peixe inteiro congelado
apresentou conformidade em apenas 50,0% das amostras.
Considerando-se, noentanto,apenasosresultadosde coc¢ao
e gas sulfidrico, baixo percentual de ndo conformidade,
0,8%, foi determinado para os produtos beneficiados no
Pard; percentual semelhante de 0,3% foi determinado em
filé de peixe congelado de diferentes espécies™.

Comparando-se em conjunto os resultados
de cocgdo, amonia e gas sulfidrico em filé de peixe
congelado, peixe em posta congelado, peixe eviscerado
fresco, camarao sem cabega congelado e cauda de
lagosta congelada, a maijoria das amostras demonstrou
conformidade com os limites das respectivas provas,
enquanto que para peixe inteiro congelado metade das
amostras apresentava conformidade e o restante nao
conformidade. Elevada ndo conformidade nessas trés
provas foi observada em filé de peixe congelado'.

Na comparagdo dos resultados em conjunto
de pH, cocgdo, amdnia e gas sulfidrico, anteriormente
referidos, deve ser considerada também a subjetividade da
prova da coc¢do, que associa a observacgdo da consisténcia
e firmeza da carne ao desprendimento de odor e sabor
proprios do pescado’®.

O parametro N-BVT, isoladamente, foi aquele
que apresentou o maior indice de conformidade; todos os
sete produtos processados demonstraram conformidade
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com os limites de N-BVT (Tabela 2), mas, em peixe
fresco'™!"s, camardo-rosa'® e carne de caranguejo-ucad',
nao foi observada conformidade com os limites desse
pardmetro de qualidade. Ndo conformidade foi também
determinada em peixe fresco exposto ao consumo
em cidade do interior de Portugal, conforme normas
oficiais da Comunidade Europeia'. Por outro lado, os
teores de N-BVT em piramutaba (Brachyplatistoma
vaillanti)® e peixe-serra (Pristis pectinata)'? apresentaram
conformidade com o padrdo brasileiro. Amostras de
sardinha (Sardinella brasiliensis) fresca comercializada
em feiras livres de Sdo Paulo-SP também estavam em
conformidade com a legislagao nacional, enquanto que
as amostras descongeladas ndo se apresentavam em
adequadas condic¢des para consumo®.

O N-BVT ¢ um parametro recomendado pela
legislacao nacional para a avaliagao do grau de frescor de
pescado e produtos de pescado, mas o limite fixado para
esse pardmetro parece nio ser adequado para todos os
tipos de pescado.

Em carpa-capim mantida em gelo clorado (5ppm
de cloro livre residual) foi observada pouca variagdo e
determinados baixos valores de contetido de N-BVT ao
longo do periodo de armazenagem, que ndo atingiram
o limite fixado pela legislacao (30 mg N/100 g), mesmo
quando os exemplares ja estavam microbiologicamente
alterados®. O cloro é um excelente sanitizante, de modo
que os valores de N-BVT provavelmente foram também
influenciados pela sua acdo conservadora.

Em tambaqui conservado sob camadas de gelo, foi
verificado que aos 37 dias o limite fixado para N-BVT foi
atingido e, a partir de entdo, os exemplares ultrapassaram
os limites da conformidade®. Camardo-rosa (Penaeus
brasiliensis e P. paulensis) comercializado em diferentes
segmentos do comércio varejista de Sdo Paulo encontrava-
se, em elevado percentual, sem conformidade com os
limites de N-BVT"%. Em corvina eviscerada conservada a
0°C, os teores de bases volateis totais se mantiveram dentro
dos valores estipulados pela legislacdo, até o 21° dia de
estocagem". Somente quando o pescado apresenta perda de
qualidade o contetido de N-BVT aumenta rapidamente’.

O pH e o conteddo de N-BVT podem ser
considerados bons indicadores do grau de frescor de
pescado quando associados a avaliacdo sensorial e ao
tempo de estocagem em gelo’, mas parecem nao ser
adequadosparatodosostiposde pescado'®®. O pardmetro
pH, do mesmo modo, parece nao ser um indice seguro
do estado de frescor ou do inicio da deterioragdo em
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pescado, sendo seu uso geralmente restrito, por variar de
amostra para amostra e por ocorrerem flutuacdes durante
o periodo de estocagem®. Valores divergentes de 7,0, 7,60,
7,70 a 7,95 e 27,95 tém sido considerados por diversos
autores como limites do pardmetro pH em camarao* 2,
mas aadogdo desses valores poderia implicar em elevados
percentuais de nao conformidade desse produto's.

CONCLUSOES

A matéria-prima recebida para processamento
e os produtos de pescado processados pelas industrias
paraenses no periodo considerado apresentavam
elevada conformidade com os pardmetros analisados,
podendo ser classificados como produtos proprios para
o consumo do ponto de vista sensorial e fisico-quimico.
Esses resultados confirmaram a andlise sensorial como
o método mais indicado para avaliagio de matérias-
primas, reservando-se as analises fisico-quimicas para os
produtos beneficiados.
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ABSTRACT

Banana is a highly perishable fruit, with a shelf life of 7 to 10 days, and the fruits being in excess or those in
nonconformity to be consumed are used to produce marmalade; and it is an interesting economic alternative.
This study evaluated the effect of different ingredients on the physical, physicochemical and sensory properties
of creamy banana marmalade. An incomplete factorial design (2*) with two levels of four factors (pulp/sugar
ratio, pectin concentration, added amount of acid and sorbate concentration). The sensorial acceptance of
marmalades was evaluated using a 9-point hedonic scale, and the purchase intention by employing a 5-point
scale. The analyzed variables mostly affecting the parameters were the pulp/sugar ratio, the added amount of
acid and the sorbate concentration, due to their reaction with the marmalade components. The formulation 2
was preferred by consumers because of the firmest texture and the intensified yellow color.

Keywords. fruit, fruit processing, Musa cavendishii.

RESUMO

A banana é uma fruta altamente perecivel, com uma vida dtil de 7 a 10 dias, e 0 uso do excedente da produgio ou
das frutas que estdo fora dos padrdes de consumo na forma de doce é uma interessante alternativa econdmica.
Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito de diferentes ingredientes sobre as caracteristicas fisicas, fisico-
quimicas e sensoriais de doces de banana cremosos. Foi utilizado um delineamento fatorial incompleto (2**)
com dois niveis de quatro fatores (polpa/agticar, concentragdo de pectina, quantidade de acido adicionado
e concentragio de sorbato). Aceitagdo sensorial dos doces foi avaliada utilizando uma escala hedénica de
9 pontos, e a inten¢do de compra por meio de uma escala de 5 pontos. As variaveis analisadas que mais
afetam os pardmetros foram a razio polpa/agticar, pH e a concentra¢do de sorbato, devido a sua reagdo com os
componentes do doce. A formulacio 2 foi a preferida devido a textura mais firme e cor mais amarelada.
Palavras-chave. fruta, processamento de fruta, Musa cavendishii.
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INTRODUCTION

The banana is a fruit typical from tropical zones
and Brazil is third in the world production. In Brazil,
banana production is estimated at six million tons annually,
this fruit have a fundamental role as a food, a provider of
jobs in the rural environment and a generator of penny for
the country. Besides, it constitutes in the highest per capita
consumption, with amounts approaching 35 kg, reaching
all layers of society, although it is second in the Brazilian
consumer’s fruit preference, after the orange'.

Of the bananas that are picked in the field,
50% actually arrive in consumer hands. This fact is
due to the losses caused by damage occurring during
the planting phases until the harvest, the gathering
of the bunches, packing in wood boxes, internal and
external transport and in the handling of the fruits in
the open-air markets and supermarkets. Therefore the
processing of bananas becomes an alternative for the
use of the extra fruits, since their shelf life is from 7 to
10 days under ambient conditions or the fruits used
for in natura consumption are of sub-standard quality,
making the decrease of post-harvest losses possible
and representing a form of increasing the shelf life
and aggregating value to the product. There are several
products that can be obtained from the banana. Among
them, are the pulp or purée, nectar, fruit in syrup,
dehydrated products and several preserves, including
jellies and marmalade’.

Banana preserve is a quite popular form of
preservation in Brazil and with commercialization
possibility on the international market. The process is
influenced by the fruit type, pectin concentration, pH,
pulp/sugar ratio, among others thoroughly discussed in
the literature®”.

However, due to microbial growth this product
presents a limited shelf life, which can be prolonged with
preservatives. On the other hand, the interaction between
sorbate and other ingredients of the formulation could
alter its quality.

The objectives of this study were to evaluate the
effectof differentingredients on physical, physicochemical
and sensory properties of creamy banana marmalade.

MATERIAL AND METHODS

The banana (Musa cavendishii) used for the
production of the different formulations of the marmalades

were bought in local supermarkets and selected according
to their degree of maturation (yellow peels).

Commercial high methoxylation level pectins
(VETEC), granulated sugar (CAETE brand), citric
acid (VETEC), potassium sorbate PA (VETEC) and
polypropylene packaging were used.

An incomplete factorial design was used (2*'),
with 2 levels of 4 factors (pulp/sugar, pectin concentration,
amount of citric acid added and sorbate concentration),
as shown in Table 1%°.

The results were submitted to variance analysis for
the determination of the effects on the physical, chemical
and physicochemical responses. The STATISTICA 5.0
(STATSOFT, Tulsa, OK, USA) software was used.

The production of the marmalades followed
methodology described by Rauch'. The banana bunches
arrived at the reception area, where they were washed with
common water for dirtiness removal and sanitized with
chlorinated water (10 mg/kg of sodium hypochlorite).
Soon afterwards they were selected according to the quality
attribute (yellow peel). In sequence, the fruits were manually
peeled and immediately introduced into a stainless steel
pot containing antioxidant solution (0.5% ascorbic acid)
and submitted to the blanching process for 10 minutes and
then were depulped in an INCAPRI depulper, stored in
polyethylene bags and refrigerated until their use.

The treatments were concentrated in open pan
until 73 °Brix. All the ingredients were added at the
beginning of the process, only the citric acid was put in the
end of the process.

Table 1. Incomplete factorial design for production of marmalades

Treatments Pulp/sugar Pectin Amount of Sorbate

(g/g)  Concentration citricacid Concentration
(%) added (mL) (%)

x, X X, X, X, X, X, X,
1 -1 40/60 -1 0 -1 3.0 -1 0
2 +1 60/40 +1 1% -1 3.0 -1 0
3 +1 60/40 -1 0 +1 35 -1 0
4 1 40/60 +1 1% +1 35 -1 0
5 +1 60/40 -1 0 -1 3.0 +1 0.1%
6 -1 40/60 +1 1% -1 3.0 +1 0.1%
7 -1 40/60 -1 0 +1 35 +1 0.1%
8 +1 60/40 +1 1% +1 35 +1 0.1%

x;- coded variable corresponding to pulp/sugar; x,- coded variable
corresponding to pectin concentration; x;- coded variable corresponding
to amount of citric acid added; x,- coded variable corresponding to
sorbate concentration
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The marmalades were packaged hot, in
polypropylene pots, inverted, cooled and refrigerated
until being analyzed.

The marmalades were analyzed as to reducing
(RS) and non-reducing (NRS) sugar levels by the
Somogyi-Nelson method. The total titratable acidity
(TTA) was expressed in equivalents of malic acid per 100g
of sample. All analysis was according to the official AOAC
methods™ in triplicate.

The water activity was measured through an
Aqualab Model series 3 TE (Decagon Device, Pullman,
USA) apparatus, previously calibrated with standard
solution (the samples were analyzed at room temperature,
in 3 cmx 1 cm flasks). Color measurement was determined
using a colorimeter Konica Minolta CR 400 (Konica
Minolta, Ramsey, NJ) with direct reading of Luminosity
( (L) - Variation of black (0) to white (100), Intensity
(a) - variation of green (-) to red (+) and Intensity (b) -
Variation of blue (-) to yellow (+). Color measurements
were taken in triplicate in three different places on the pots
marmalades. The texture profile analyses (TPA) occurred
under the following conditions: pre-test speed 5.0 mm/s,
test speed 2.0 mm/s and post-test speed 2.0 mm/s with a
compression distance of 10.0 mm by a 6.0 mm cylindrical
aluminum probe. The texturometer from Stable Micro
Systems Model TA - XT2i (Goldaming, England) was
used. The parameters analyzed were: hardness (HAR),
fracturability (FRA) and adhesiveness (ADH). For each
preserve 6 measurements were taken.

The acceptance of the marmalades was evaluated by
30 potential consumers, members of the UFLA community
(students, teachers and employees) and the appraised
attributes (appearance, smell, texture, color, flavor) were
judged through a structured 9 point hedonic scale (1 =1
extremely disliked to 9 = I extremely liked). The samples
were presented in plastic cups, coded with three algorism
removed from a table of random numbers, and conducted
in individual cabins in the Sensorial Analysis Laboratory of
the Food Science Department (UFLA), under white light
and at room temperature”. The results were submitted to
the variance analysis (ANAVA) and the differences among
the averages compared by the Tukey test to 5% of probability,
by the STATISTICA 5.0 (STATSOFT, Tulsa, OK, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

The Table 2 presents the result of the influence of
the effects on the respective analyses.
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Table 2. Estimate of the effects of the variables on the chemical and
physicochemical analyses of the creamy banana marmalade

Factor ATT NRS RS AW
Mean 0.66 20.02 6.48 0.71
X, 0.17 1.6 0.85 0.04
X, -0.11 2.37 -0.54 -0.05
X, -0.24 -5.21 -0.69 -0.06
X, 0.14 -10.78 -0.08 -0.09

It is observed that in general, the variable that most
affected all the analyzed characteristics was the amount of
citric acid added (X,), whose increase reduced the non-
reducing sugars (NRS), through the hydrolysis to reducing
sugars (RS), since the addition of citric acid lowers the pH.

Similar results were found by Policarpo et al.™,
analyzing formulations of umbu pulp marmalades, and
for Besbes et al.”®, studying mango jellies formulated with
different peel levels in substitution of the pulp.

It is also observed that there was a reduction of
the non-reducing sugars by the sorbate addition (X4),
suggesting a reaction of the reducing sugars with the
sorbate'®. According Alexandre et al.’, the addition
of sorbate inhibits the reducing sugars. The increase
of the pectin addition (X,) and of the pulp/sugar ratio
(X,) resulted in an increase of the non-reducing sugars,
signifying a higher protection against hydrolysis of these
sugars during the cooking.

The increase of the pulp/sugar ratio (X,) and
potassium sorbate addition (X,) have caused a positive
effect on the percentage of ATT (total titratable acidity).
The effect of X, on ATT may have been due to the acidity
of the bananas, as perceived by Menezes et al."® in their
studies with guava preserves, where the acidity was higher
for treatments with higher pulp/sugar ratio. In relation to
sorbate concentration Evageliou et al.”® say that the use of
potassium sorbate increased ATT by combining this with
the acids in the product.

The increase of the pectin concentration (X,) and
amount of citric acid added (X,) reduced the ATT. This is
probably because of the interaction of H+ ions with the
pectin networks®.

The increase in pulp/sugar ratio (X,) has effect
increase water activity, show effect negative on water
activity (AW) in the product. It is probably because the
increase in pulp, and consequently decrease the amount
of sugar will lead to increased free water content in the
product. According to Menezes et al.’, since the increase of
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pectin concentration (X,), amount of citric acid added (X,)
and potassium sorbate concentration (X,) have decrease
effect on AW. According to Lofgren e Hermansson® for
the formation of the gel in jams, jellies and preserves the
sugar binds to water and pectin micelles, which are linked
to acid, making the water be free in three-dimensional
networks thus diminish the water activity.

In Table 3, it is noted, by the size of the effects, that
the variables that affected the texture parameters were the
pulp/sugar ratio (X,), pectin concentration (X,), sorbate
concentration (X,). The increase of the pulp/sugar ratio (X,)
increased the hardness (HAR) and fracturability (FRA) and
the pectin addition (X,) increased the adhesiveness (ADH)
and reduced the hardness and fracturability. The sorbate
addition (X,) reduced the hardness and fracturability.
Other properties were little altered.

In relation to the results in the literature, the
depressive effect of the pectin on the hardness is not the
expected, because the increase of its concentration elevates
the hardness'®', but it might have been hydrolyzed during
the cooking therefore not exercising this function®.

The Table 4 presents the effects of the color
parameters (L*, a*, b*) of the treatments. Its shows that
the highest registered effect was for the amount of citric
acid added (X,), whose increase tends to lighten the
product. The sorbate addition (X,) causes darkening as
seen by the negative effect value of L*. The parameters a*
and b* are influenced by the increase of the pulp/sugar
(X,), whose increase elevates these parameters, especially
b*, indicator of the yellow color. The pectin (X,) increase
reduces the parameters a* and b*. The increase of the
pectin concentration causes a certain decrease in the color
parameters, as verified in some other works!®2**!,

The results of the averages obtained by the sensorial
analysis are presented in Table 5. It is observed that there
was significant difference among the treatments 2 (60/40
pulp/sugar ratio, 1,0% pectin concentration, 3,0 mL citric
acid and 0% sorbate concentration) and 5 (60/40 pulp/
sugar ratio, 0% pectin concentration, 3,0 mL citric acid and
0,1% sorbate concentration) only for the flavor attribute.
The treatment 5 obtained the lowest score (indifferent -
I slightly liked). The treatment 2 obtained the highest score
(I moderately liked - I liked a lot, with average of score of
7.16). These differences can be attributed to the sorbate
concentration, considerably lower for treatment 2 due to the
probable reaction of sorbate resulting in a darker product.

In relation to color attribute, there was no significant
difference between treatments. This indicates that even if the

Table 3. Estimate of the effects of the variables on the texture analysis
of creamy banana marmalade

Factor ADH (g*s) HAR (g) FRA (g)

Mean -152.02 147.39 118.96
X, -119 145.7 141.5
X, 142.1 -30.5 -92
X, 32.6 -73.5 -39.3
X4 78.2 -134.5 -120.4

Table 4. Estimate of the effects of the variables on the color analysis of
creamy banana marmalade

Factor L* ax b*

Mean 0.83 -0.33 0.73
X, 1.49 1.18 4.9
X, 0.14 -1.6 -2
X, 3.19 -1.1 0
X, -1.5 0.21 0

Table 5. Sensorial characteristics of creamy banana marmalade

Treatments Appearance Smell Texture Color  Flavor
1 6.52a 6.19a 623a 67la 6.71ab
2 7.06 a 7.00a 7.13a 7.00a 7.16 a
3 6.84 a 6.52a 623a 66la 6.68ab
4 6.68 a 577a 6.52a 68la 6.09ab
5 6.42a 6.16a 6.48a 6.68a 5.58 b
6 6.55a 6.03a 632a 694a 6.19ab
7 6.87 a 632a 677a 694a 6.74ab
8 6.26 a 6.19a 590a 6.13a 6.68ab
CcvV 24.51 29.19 27.72 24.4 29.3

CV = Coefficient of Variation

independent variables affect the parameters, color (L*, a*,
b*) (Table 4) does not influence on consumer acceptability.

CONCLUSIONS

It is concluded that the variables that most affects
the analyzed parameters are the pulp/sugar ratio, amount
of citric acid added and sorbate concentration, since these
react with the components of the marmalades. In this
research,asaconsequence ofthesealterations, the treatment
2 (pulp/sugar = 60/40; pectin concentration = 1%; amount
of citric acid added = 3.0 mL; sorbate concentration = 0)
was the favorite to the firmer texture and more yellow
color. These results indicate that these variables should be
researched at other levels to reach optimization.
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RESUMO

Os cereais sdo fontes de inibidores enziméticos que agem sobre a a-amilase, que alteram a disponibilidade
do amido e podem representar uma ferramenta util para a resisténcia dos vegetais ao ataque de agentes
patogénicos. Neste estudo foram analisadas as caracteristicas fisico-quimicas e da fragdo proteica de aveia,
arroz e trigo, cultivados no Rio Grande do Sul, com o objetivo de correlaciona-las, posteriormente, com a
presenca de inibidores enzimaticos e resisténcia a contaminacdo fingica. As amostras de graos de aveia,
trigo e arroz foram caracterizadas fisico-quimicamente e avaliadas quanto a digestibilidade proteica in vitro,
solubilidade em sistema aquoso e atividade enzimatica de hidrolases. A aveia apresentou maior teor lipidico e
proteico e a cultivar UPFA 20 Teixeirinha demonstrou a menor digestibilidade em fung¢éo do teor de fibras. O
maior contetdo de glutelina foi detectado no arroz cultivar BR 424, acompanhado pelo maior teor de proteina
bruta e digestibilidade. As variedades de trigo apresentaram maior atividade de a-amilase e f-amilase, o que
sugere que esse cereal é mais susceptivel a degradagio fingica quando comparado com arroz e aveia, em vista
da maior disponibilidade de agticares. A atividade inibidora de amilases dos extratos proteicos dos cereais foi
maior nos cultivares de aveia.

Palavras-chave. cereais, solubilidade de proteinas, digestibilidade, atividade enzimatica.

ABSTRACT

Cereals are sources of enzymatic inhibitors which act upon alpha-amylase, disturbing the starch availability
and generating a high resistance to pathogens. This study evaluated the physical-chemical characteristics and
the protein fractions of oat, rice and wheat, cultivated in Rio Grande do Sul, for estimating the enzymatic
inhibitors presence and the resistance to fungi contamination. Samples of oat, wheat and rice were characterized
physical-chemically (moisture, lipids, protein and crude fiber); and in vitro protein digestibility, solubility in
aqueous system and hydrolases enzymatic activity were evaluated. The oat samples showed the highest lipids
and protein contents, and the UPFA20 Teixeirinha demonstrated the lowest digestibility, as expected owing
to the brut fiber contents. The gluteline fraction was found in BR424 rice variety, and the highest total crude
protein and digestibility. The wheat varieties showed the highest a-amylase and B-amylase activity, suggesting
that this grain is the mostly susceptible to fungal degradation when compared with rice and oats, due to the
increased sugar availability. The highest amylase inhibitor activity of cereals protein extracts was detected in
oat cultivars.

Keywords. cereals, protein solubility, digestibility, enzymatic activity.
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INTRODUCAO

Os cereais sdo matérias-primas nutricionalmente
importantes, pois além de serem fonte de energia,
contribuem com cerca de 20% na ingestdo proteica
didria. O uso de proteinas vegetais decorre de suas
propriedades funcionais, que propiciam uma forma
versatil de satisfazer as necessidades proteicas do ser
humano'.

As proteinas de reserva dos cereais tém seu
aproveitamento influenciado pelo alto teor de fibras
insoluveis e por sua solubilidade, em fung¢do da qual
também sao classificadas em prolaminas e glutelinas,
globulinas e albuminas®. As albuminas sio soluveis em
agua, as globulinas em solug¢des salinas, as prolaminas
em solu¢des de alcool/agua e as glutelinas soltveis em
solucdes acidas ou basicas diluidas®.

O valor nutritivo de uma proteina depende da
digestibilidade e biodisponibilidade dos aminoacidos
essenciais e ndo apenas da sua composicdo, nas
quantidades e proporcdes adequadas para atender
as necessidades do organismo*®. A abundancia de
carboidratos na forma de amido e as proteinas soltveis
em solucdes aquosas tornam a qualidade dos cereais e
seus derivados dependentes da atividade de enzimas
a e P-amilases e de proteases ao longo da cadeia
produtiva®. Além disso, elas podem propiciar maior
susceptibilidade a contaminacao dos graos por fungos
ainda no campo, durante e ap6s a colheita, transporte,
processamento e armazenamento do produto®.

Em funcdo disso, esses cereais desenvolveram
mecanismos naturais de defesa, como os inibidores
enzimaticos de amilases que conferem resisténcia a
contamina¢ao fungica e a germinagdo precoce dos
grios’. Boas praticas de armazenagem, processamento
adequado e protecdo contra contaminantes sdo
alternativas bastante discutidas para garantir a
seguran¢a alimentar sob os aspectos qualitativo
e quantitativo, mas sua eficiéncia depende do
conhecimento das caracteristicas bioquimicas de
cada variedade em suas respostas a cada regido
de cultivo®.

A partir dessas consideragdes, o objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizacdo fisico-quimica e
da fragdo proteica em cultivares de aveia, arroz e trigo
cultivados no Rio Grande do Sul, visando correlaciona-
las com a presenca de inibidores enzimaticos e a
resisténcia a contaminagao fungica.
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MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Cultivares de graos de arroz safra 2009 (BR 410,
BR 417, BR 424), aveia safra 2008 (UPFA 20 Teixeirinha,
UPFA 22 Temprana e UPFA Pampa) e trigo safra 2008
(Onix, Pampeno, Safira) foram fornecidas pelo Instituto
Rio-Grandense do Arroz, Universidade de Passo Fundo
e OR Melhoramento de Sementes Ltda., respectivamente.
As amostras foram coletadas de acordo com as normas
da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
para o envio de por¢des representativas ao Laboratorio
de Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG). Todos os graos foram moidos em moinho
de facas (Tecnal, modelo Te-631, Brasil) e peneirados a
granulometria de 42 mesh, compondo a amostra analitica.

Composi¢ao centesimal

O contetido deumidade, lipidios, proteinas, cinzas
e fibras foi determinado pela metodologia descrita na
Association of Official Analytical Chemists International
- AOAC?, de acordo com os métodos n° 935.29; 920.85;
920.87; 923.03 e 991.43, respectivamente. O teor de
carboidratos foi obtido por diferenca percentual *°.

Solubilidade proteica

O fracionamento das proteinas foi realizado com
1 g de amostra pesado e homogeneizado com 10 mL de
agua destilada (fracdo albumina) em agitador orbital
(176 rpm) a 25 °C durante 30 minutos (Marconi, modelo
MAA410, Brasil). As misturas foram centrifugadas (Cientec,
modelo CT-5000R, Brasil) a 2240 G durante 20 minutos
e o sobrenadante coletado, repetindo-se o procedimento
por duas vezes. O residuo foi submetido sequencialmente
a extracdo com 10 mL de NaCl 1% para a obten¢io da
fragao globulina, 10 mL de etanol 70% e 10 mL de NaOH
(0,Imol.L!) para a separagao de prolamina e glutelina,
mantendo os procedimentos ja descritos para a primeira
fracdo’. A quantificagdo das proteinas foi realizada
utilizando o reagente de Folin"'. As absorvancias foram
lidas em espectrofotometro (Varian, modelo Cary 100,
Estados Unidos) a 660 nm e comparadas com a curva-
padrao de albumina de soro bovino (0,3 a 2,5 mg.mL").

Digestibilidade da proteina in vitro e teor de
metionina disponivel

A digestibilidade da proteina in vitro (propor¢ao
1:10) foi determinada em quadruplicata, empregando
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Tabela 1. Composigao centesimal dos graos integrais de aveia, arroz e trigo (g.100g™) *

Cultivar Umidade Lipidios Cinzas Proteinas Fibras Carboidratos’
Arroz
410 14,2 A 3,6 2F 2,7 a4 5,7 P 0,8 a8¢ 73
417 14,3 A 0,4 °F 0,3 P 7,53 0,1°¢ 77,4
424 14,8 A 4,0 =B 2,7 aA 4,7 P 0,7 2 73,1
Aveia
Pampa 10,924 5,4 a 2,2 ahB 14,0 24 0,7 a¢ 66,8
Teixeirinha 11,424 5,6 3 1,7 aB¢ 10,4 b8 0,3 ¢ 70,6
Temprana 14,4 a4 5,7 aA 1,7 8¢ 4,8 P 0,5 a¢ 72,9
Trigo
Safira 11,8 24 1,1 %8 1,52¢ 6,1 %P 0,1 79,4
Onix 12,298 2,13P 1,6 =8¢ 6,5 P 1,6 76
Pampeano 12,4 A 2,4 € 1,7 aBC 7,52 3,824 72,2

'Resultados representam a média de trés determinagdes. Letras miniisculas diferem estatisticamente entre as
cultivares do mesmo cereal e letras maitisculas entre todos os cereais. Carboidratos estimados por diferenga.

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

hidrélise enzimdatica sequencial com pepsina e
pancreatina'®. As aliquotas de sobrenadante digerido
foram reunidas e a digestibilidade determinada através
do método de Folin-Ciocalteau, utilizando curva-padrao
de tirosina (25 -125 ug.mL").

Atividade enzimatica

O extrato enzimdtico bruto foi obtido por
homogeneizagdo de 0,5 g de amostra com 50 mL de
NaCl 0,5%, agitado em mesa orbital (Marconi, modelo
MAA410, Brasil) por 90 minutos na temperatura de 30 °C,
centrifugado (Cientec, modelo CT-5000R, Brasil), filtrado
e armazenado a 5 °C até o momento do uso. A atividade
de a-amilase foi determinada pela degradagao do amido
estimada quantitativamente pelo método iodométrico';
a P-amilase teve sua agdo determinada pela liberagdo
de maltose quantificada pelo método colorimétrico do
acido 3,5 dinitrosalicilico (3,5 DNS); e a atividade das
proteases foi determinada empregando albumina como
substrato, medindo aminodcido livre, tendo tirosina
como indicativo de hidrolise®.

Triagem da presenca de inibidores enzimaticos
nos cereais

Para a triagem da presenca de inibidores, cada
cereal (5 g) foi submetido a extracao da fragdo proteica
com trés sistemas solventes (45 mL): etanol 95%, tampao
acetato de sddio pH 5 e tampdo fosfato de sédio pH 7,2
durante 12 horas em mesa orbital (Marconi, modelo
MA410, Brasil)'**. A a¢ao inibitéria foi avaliada pela

quantidade de amido hidrolisado por a-amilase fungica
comercial (Fungamyl® 800 L), em presenga e auséncia do
extrato proteico, determinada por iodometria, expressa
em pug.mL'.min".

Analise estatistica

Os resultados de umidade, cinzas, proteinas,
lipidios, fibra, solubilidade, digestibilidade, atividade
enzimdtica e inibi¢do da amilase fungica foram
analisados utilizando anélise de varidncia (ANOVA) e
teste de Tukey para comparagdo das médias através do
programa Statistica 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao do grao e de suas frages esta sujeita
a diferengas varietais, manejo da cultura, processamento
e armazenagem, produzindo grdos com caracteristicas
nutricionais diferenciadas, em fun¢io da distribui¢do
ndo uniforme nas por¢des do grao®. Os resultados das
médias das determina¢bes de composi¢do centesimal
nas cultivares de arroz, aveia e trigo estao apresentados
na Tabela 1. Os valores médios dos teores de cada variavel
analisada foram expressos em % (g.100g") de amostra
em base Umida, comparados estatisticamente entre as
variedades da mesma espécie e entre os diferentes cereais.

A cultivar de arroz BR417 apresentou as menores
porcentagens de lipidios, cinzas e fibras. Porém, o teor
de proteinas foi superior, quando comparado com as
variedades BR410 e BR424.
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Nao houve diferenca significativa entre as
cultivares de aveia para as fracdes de umidade, lipidios e
cinzas. A cultivar UPFA Pampa apresentou o maior valor
de proteina. Em relacdo ao teor de fibras, esta cultivar
apresentou valor de 0,7 g.100g", seguido de UPFA 20
Teixeirinha (0,3 g.100g™).

O teor de umidade, cinzas e proteinas nas amostras
de trigo nao diferiram entre si. A cultivar Pampeano possui
um teor de fibras superior ao das demais; sendo que o teor
lipidico foi maior que o encontrado na cultivar Safira e
estatisticamente igual ao presente no trigo Onix.

Os teores médios de umidade em arroz, aveia e
trigo encontram-se em torno de 12,3 14,4 e 12,1 g.lOOg'l,
respectivamente. Cabe enfatizar que a umidade é um
importante aspecto para a conserva¢io da qualidade do
alimento, uma vez que pode influenciar diretamente a
composi¢do quimica e o desenvolvimento de micro-
organismos's. Em fungdo disto, a Instru¢ao Normativa
n° 8, de 02 de junho de 2005, do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento!’” estabelece que o teor maximo
de umidade para graos deve estar em torno de 15 g.100g™.
Portanto, neste caso, esta em condi¢oes adequadas.

O percentual de lipidios foi superior nas amostras
de aveia, 2,5 vezes maior que nos demais cereais em média.
O resultado foi semelhante ao encontrado na literatura,
com valor de 5,4 g.100g" para a cultivar de aveia com
casca da variedade UPFA 20 Teixerinha, ap6s 30 dias de
armazenamento e umidade final de 11 g.100g", enquanto
que na amostra descascada o valor deste componente foi
de 7,7 g.100g™* *&.

Cabe salientar que as amostras de aveia e arroz
foram apenas descascadas e moidas, ndo sendo separadas
as camadas usuais de beneficiamento de cada griao em
moinhos convencionais. O teor lipidico encontrado para
as amostras de arroz e trigo esta relacionado a cultivar e
ao tipo de beneficiamento do grao, sendo que a maior ou
menor retirada das camadas externas tem influéncia em
especial nos valores de lipidios*®.

As cultivares de arroz BR 410 e BR 424 apresentaram
maior teor de cinzas em relacdo as cultivares de aveia
UPFA 20 Teixeirinha e UPFA 22 Temprana e de trigo Onix,
Pampeano e Safira. No caso deste trabalho, as variacdes
nos teores de cinzas podem ser explicadas pelas diferentes
cultivares utilizadas e possivelmente pelo local de cultivo. O
teor de cinzas para as cultivares de trigo BRS Angico e Rubi
foram de 0,14 e 0,6 g.100g", respectivamente; portanto,
como ja mencionado, a variabilidade ¢ afetada por outros
fatores de efeito mais complexo que a forma da moagem®.
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Os maiores teores de proteina foram obtidos na
aveia UPFA Pampa, seguida da aveia UPFA 20 Teixeirinha
e arroz BR 417. A proteina bruta encontrada para aveia
UPFA 20 Teixeirinha foi de 14,4 g.100g* %, enquanto que
a média em quatro amostras de aveia foi de 15 g.100g”,
no trabalho realizado por Ped¢ e Sbarbieri*.

A porcentagem de fibra bruta no trigo Pampeano
foi maior que a verificada nas demais amostras. Os valores
encontrados para fibra bruta para as cultivares de aveia
UPFA 20 Teixeirinha e UPF 18 de 13 g.100g™ '® foram bem
acima dos verificados neste trabalho. Fato que pode ser
decorrente do uso de método quimico para a determinagio
desse componente®. O teor médio de fibras presente nas
amostras de arroz foi de 0,5 g.100g", semelhante ao estudado
por outros autores, que também encontraram 0,5 g.100g™
de fibras no endosperma amildceo; enquanto que na fragio
casca mais farelo o valor foi de 32,4 g 100g"*'.

Nas variedades de trigo Safira, Onix e Pampeano,
as proteinas metabdlicas, albumina e globulina,
corresponderam a 34 g.100g", 35 g.100g" e 36 g.100g™,
do total de proteina bruta (Tabela 2), sendo que a
globulina foi obtida em valores mais baixos que as
demais, o que pode estar associado a condicdes de
cultivo ou a outras variaveis abidticas.

Nas variedades de aveia estudadas, a fracdo
glutelina foi estatisticamente superior as demais e a
albumina nio diferiu da prolamina. A discordancia
entre os estudos realizados pode ser atribuida também
a incompleta extragdo, especialmente, da globulina, visto
que essa proteina pode ter sido extraida em alguma etapa
posterior, estando misturada as demais fragoes*.

Nasamostras de arroz, foi observado quea cultivar
BR 417 apresentou maior teor de proteina bruta (Tabela 1)
e de reserva, a glutelina, constituindo 75 g.100g" do total.
Os resultados encontrados demonstraram que seria
possivel estabelecer um fator de correlagdo para a fracao
glutelina como indicativo da presenga de aminoacidos
essenciais, visto que esta é a mais rica neles?, ou ainda
estimar o conteudo de inibidores enzimaticos, usualmente
presentes nesta fragdao'.

A composi¢do em proteinas também ¢é afetada
pela caracteristica genotipica e ndo s6 ha diferenga na
concentragdo total de proteina entre cultivares como,
também, ha na distribuicdo das fracbes proteicas
soluveis®. Neste trabalho, a maior variagdo foi observada
para a glutelina e globulina nas amostras de arroz, cujas
concentragdes variaram entre 6 e 10 g.100g™ ", correlacionados
positivamente com o teor total de proteina.
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Tabela 2. Distribuicdo das fragdes proteicas soltveis e digestibilidade in vitro em arroz, aveia e trigo’?

Albumina Globulina Prolamina Glutelina Digestibilidade
Amostra
(%) (%) (%) (%) (%)
Arroz 410 32,0 37,8 4,14 26,21 71,65¢
Arroz 417 33,081 8,1°P4 6,8P4 52,0* 55,3PF
Arroz 424 39,1¢ 12,3 9,2°P 39,5 91,84
Aveia UPFA Pampa 16,7™" 5,61 26,11 51,6° 40,2F
Aveia UPFA 20 Teixeirinha 19,1%m 8,4°p4 22,3 50,2 78,48
Aveia UPFA 22 Temprana 22,26 8,574 18,5 50,6 52,78
Trigo Safira 23,5k 10,3°¢ 24,45 41,9¢de 74,78¢
Trigo Onix 22,71 12,0 22,14 43,4 66,7<P
Trigo Pampeano 23,8 12,5 34,0% 29,70 76,55¢

Resultados representam a média de trés determinagoes. 'Letras miniisculas diferem estatisticamente entre cada
fragdo proteica de todos os cereais estudados. *Letras maitisculas diferem estatisticamente entre a digestibilidade

de todos os cereais estudados

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

Na relagdo entre as massas de cada fragdo em
fun¢ao da quantidade de proteina presente nas amostras,
ficou demonstrado que a fragdo glutelina apareceu em
percentuais semelhantes em aveia e trigo, enquanto
que nas cultivares de arroz a variagdo foi entre 26 e
52 g.100g". O arroz também foi o cereal que apresentou
maiores quantidades de albumina (1,5 vezes, em média)
e menores de prolamina (2 vezes, em média). O trigo
possui quantidades elevadas de prolamina e glutelina,
sendo baixas as quantidades de albumina e globulina,
0 que estd associado as suas propriedades funcionais
distintas dos demais cereais™.

A metodologia adotada para determinacao
da solubilidade possui caracteristicas inerentes que
podem afetar a exatiddo dos seus resultados, tais como
granulometria da amostra, velocidade de rotagiao da
centrifuga e tempo de centrifugacao. Avaliar esses
parametros comparados ao procedimento classico® pode
auxiliar na obten¢do de melhores correlagdes entre o
fracionamento proteico e o seu conteudo total. Nio
foram realizadas adaptagdes do método ja citado para
cada matriz, mas, ainda assim, os resultados obtidos
apresentaram o perfil esperado, pois a maior parte da
fracao proteica do arroz foi soluvel em agua (albumina),
aveia em solucdo alcalina (glutelina) e trigo em agua e
solugdo alcalina.

Os valores de digestibilidade proteica in vitro
dos cereais estudados estdo apresentados na Tabela 2.
O maior valor de digestibilidade foi encontrado para
o arroz BR 424 e o menor para aveia UPFA Pampa. O
valor de digestibilidade encontrado no arroz foi de

85 g.100g" *, semelhante ao cultivar BR 424 e acima
do BR 417. As trés variedades estudadas apresentaram
diferentes percentuais de digestibilidade entre si,
demonstrando que, além de fatores ambientais, os
genéticos também afetam o conteudo proteico e a sua
digestibilidade para esses cereais.

As digestibilidades das amostras de trigo
apresentaram valores em torno de 73 g.100 g, sendo
que as variedades Safira e Pampeano ndo diferiram
estatisticamente entre si, enquanto que a variedade
Onix foi ligeiramente inferior. Farinha de arroz, trigo
e trigo integral apresentaram digestibilidade in vitro de
85, 86 e 84 g.100g", respectivamente®. O menor valor
de digestibilidade foi encontrado para a aveia, cultivar
UPFA Pampa, enquanto que, em outro estudo, as
porcentagens de digestibilidade em cultivares de aveia
UPF15, UPF16 e UFRGS14 foram de 80, 92 e 87 g.100g ™,
respectivamente®.

O baixo valor de digestibilidade encontrado
em algumas amostras pode ser atribuido a presenca de
inibidores enzimaticos de proteases, que podem estar
ativos nos cereais estudados que ndo foram submetidos
a processo fisico que ocasionasse desnaturagdo proteica.
Os outros compostos associados que podem modificar
e diminuir a digestibilidade sdo os carboidratos
nao digeriveis associados as proteinas presentes nas
matrizes vegetais*.

Nos cereais, a atividade enzimadtica pode ser
detectada durante a germinagao precoce, sendo essencial
para o crescimento e obten¢do de energia®. A Figura 1
representa os resultados referentes a atividade especifica
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Figura 1. Atividade especifica da a-amilase, -amilase' e protease®
UA = atividade enzimatica especifica

Letras minisculas diferem estatisticamente entre os resultados da
alfa-amilase, enquanto que letras maitisculas diferem estatisticamente
entre os resultados da beta-amilase. *Ntimeros romanos diferem
estatisticamente entre si

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

das enzimas presentes nos cereais e expressos em unidades
de atividade especifica (UA).

As trés variedades de trigo apresentaram maior
atividade de a-amilase e p-amilase do que as amostras
de aveia e arroz, o que pode estar relacionado ao fato de
esse cereal estar entre os mais susceptiveis a germinagao
e contaminagdo fungica”. Um estudo sobre a distribui¢do
de alfa-amilase em diferentes fragdes de trigo permitiu
concluir que o aumento do grau de extracao da farinha
ocasionava diminuigdo da atividade enzimatica,
demonstrando que essa enzima se encontra nas camadas
mais externas do grdo, como farelo e escutelo® A

atividade da beta-amilase aumentou com a germinacao,
sendo um bom indicador da capacidade de germinagéo de
sementes de arroz armazenadas®. Estes dados permitiram
diagnosticar que o trigo, nas condi¢des de armazenamento
realizadas, parece ser o mais susceptivel a germinacao, pois
apresentou a maior atividade de beta-amilase.

Comparado ao trigo, a atividade de enzimas
amiloliticas na aveia foi menor, o que pode estar
relacionado com os maiores teores de fibras e lipidios,
dificultando a extracdo enzimatica. As amostras de arroz
apresentaram menor atividade de alfa e beta-amilase,
sugerindo a presenca de inibidores enzimaticos ativos,
0 que é bastante provavel por tratar-se de amostras de
graos recém-colhidos (safra 2009); ao contrario das
demais, cujos periodos de coleta foram anteriores.

A atividade especifica de protease apresentou
variagdes, sendo o trigo Pampeano, seguido pela aveia
UPFA 22 Temprana, o que se destacou pelos maiores
niveis de atividade. As variedades de arroz BR 410, BR 417
e BR 424, contrariamente, apresentaram baixa atividade
destas enzimas.

Aorelacionar afracio proteica com os resultados
de digestibilidade e solubilidade, constatou-se que
as amostras de arroz, com menor teor de proteina
soluvel (4,3 mg g', em média), apresentaram maior
digestibilidade e solubilidade. Isto estd de acordo com
os dados em que o arroz BR 424 possui as maiores
quantidades de albumina e globulina. O aumento do
teor de proteina soluvel em solugdes aquosas apresentou
uma correlacdo positiva com as atividades de alfa e beta-
amilase e uma correlagdo negativa com a protease.

Tabela 3. Inibi¢do da amilase fungica, pelo sistema com etanol e tampao, com diferentes quantidades de extrato
bruto para as variedades de trigo e aveia’ e atividade inibitdria especifica

% Inibi¢ao

Sistema 5 :
. Aveia Trigo
extracao . U
Pampa Teixeirinha  Temprana Safira Onix Pampeano
Acetato ND? ND? ND? ND’? ND? ND?
Fosfato 22,1+0,87 10,3+3,40¢ 28,445,090 17,940,004 25,7+1,62¢ 19,442,164
Etanol 45,944,934 18,248,13% 61,8+1,30° 55,9+0,02%® 66,9+0,70° 37,2+1,19¢
. Atividade inibitdria especifica
Sistema
. Aveia Trigo
extracao .. N
Pampa Teixeirinha  Temprana Safira Onix Pampeano
Fosfato 2394 7377 3938 4914 5732 3908
Etanol 80985 98320 15591 20931 18923 17649

'Resultados representam a média de trés repeticoes. *Atividade inibitéria especifica = %I min-1ug de proteina™’.

3ND = Atividade inibitoria ndo detectada

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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A extragdo de inibidores enzimaticos com etanol
é usual na literatura' e foi previamente testada com
amostras de aveia e trigo, mostrando-se a mais eficiente,
de acordo com a Tabela 3.

A maior capacidade de inibi¢io de amilase
fungica foi observada em cultivares de aveia. O trigo
frequentemente é relatado na literatura por apresentar
contaminagdo por fungos de campo, sugerindo que a
avaliacdo realizada estd correlacionada com a resisténcia
a esses contaminantes. Considerando que nesta etapa
o inibidor é uma proteina contida num estado nio
purificado, foi definida a atividade inibitéria especifica
como %I min'pg de proteina™’, apresentada na Tabela 3.
As maiores atividades especificas verificadas nos extratos
proteicos corroboram com a verificacdo anterior, em que
este sistema foi mais eficiente para extracdo. Os resultados
sugerem que proteinas indesejaveis foram eliminadas ou
ndo extraidas. Destacaram-se os extratos proteicos obtidos
de aveia, que foram 2 vezes superiores a capacidade de
inibigdo quando comparados com as amostras de trigo.
Os inibidores enzimaticos presentes no arroz também
podem ser capazes de reduzir a acdo da enzima utilizada
na degradacao do amido, sendo que a metodologia de
extracdo sera posteriormente adaptada.

CONCLUSAO

As amostras de aveia apresentam o maior teor
de proteinas, com destaque para a cultivar UPFA Pampa,
onde também é demonstrada uma relacio inversa entre
o teor de fibra e a digestibilidade dos cereais. A fragdo
albumina é maior nas amostras de arroz, enquanto que
na aveia predomina a proteina solivel em meio alcalino,
glutelina. No trigo, prolamina e glutelina constituem mais
da metade do total de proteina solavel. Nas cultivares de
trigo, a atividade enzimatica de a-amilase e B-amilase ¢ em
média 4 vezes maior que nas amostras de aveia e arroz.

A caracterizagio da fragdo proteica permite
observar que a utilizagdo da fragdo soluvel em etanol
(prolamina) é promissora para o estudo de inibidor
enzimatico de amilase, sendo o trigo mais susceptivel a
contaminagdo por espécies fungicas.
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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados os teores de nitratos e nitritos em queijos expostos & venda no Estado de
Minas Gerais em 2009. As andlises qualitativas e quantitativas foram realizadas em 77 amostras de queijos:
Minas Frescal, Mussarela, Parmesdo e Prato, coletadas pela Vigilancia Sanitaria por meio de PROMAC -
Programa de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes. Do total de amostras de queijo Minas Frescal,
7% apresentaram nao conformidade com a legislacdo brasileira, em fung¢io da presenca de nitrato. Os teores
de nitrato estavam acima do limite estabelecido pela legislagido em 18% das amostras de queijo Parmeséo. No
queijo Prato foram encontradas 10% das amostras com teor de nitrato acima do limite maximo permitido.
Todas as amostras de queijo Mussarela avaliadas estavam em conformidade com a legislagdo. Em todas as
amostras de queijo analisadas neste estudo nao houve ocorréncia de nitrito.

Palavras-chave. lacteos, nitrosaminas, legisla¢do, padrdes de identidade.

ABSTRACT

The occurrence of nitrate and nitrite contents was assessed in cheeses marketed in the State of Minas Gerais
in 2009. The qualitative and quantitative analyses were performed in 77 samples of four different types of
cheeses: Minas Frescal, Mozzarella, Parmesan and Prato, which were collected by the Sanitary Surveillance
through PROMAC - Food Additives and Contaminants Monitoring Program. Of the total cheese samples
analyzed, 7% showed the presence of nitrate and being nonconformity with Brazilian legislation. In Parmesan
cheese, 18% of samples showed the nitrate contents above the limit established by legislation. Nitrate levels
above the allowed maximum limit were found in 10% of Prato cheese samples. All of Mozzarella cheese
samples were in compliance with the legislation. None of the cheese samples analyzed in this study showed
the presence of nitrite.

Keywords. milk, milk products, nitrosamines, legislation, standards of identity.
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INTRODUCAO

Sais de nitrato e nitrito sdo aditivos comumente
utilizados em alimentos, desempenhando tanto a fun¢io
de conservantes, evitando sua deterioracdo'? como a de
antioxidantes de lipideos e realcadores da cor. Dentre
os diversos alimentos que contém o nitrato como
conservante, destacam-se os embutidos como: salsicha,
linguica, bacon, salame, presunto e mortadela*

Nas industrias de laticinios, os sais de nitrato sao
utilizados por possuirem agao inibidora sobre bactérias
esporuladas do grupo butirico, especialmente Clostridium
butyricum e Clostridium tyrobutyricum, principais
responsaveis pelo estufamento tardio nos queijos. Estas
bactérias, quando presentes no queijo, fermentam o
lactato, produzindo na massa acido butirico, gas carbonico
e hidrogénio. Esses gases sdo responsaveis pela formacao
de olhaduras grandes e irregulares no interior dos
queijos e pela formagdo de trincas na casca, provocando
deformacio, alteracio do sabor e consequentemente
prejuizos econdmicos para a industria*.

Uma vez que o grupo butirico é composto por
microrganismos esporulados, o nitrito possui agdo
inibidora contra a germinagdo e o crescimento dos
esporos. A inibi¢do ocorre pelo acimulo de peréxido
de hidrogénio resultante da reagdo de formacao de
nitrosomioglobina'?.

Segundo Furtado*, os resultados obtidos com o
uso de sais de nitrato em queijos dependem do pH, teor
de sal e umidade, além do nivel de contaminagéo inicial
do leite. O mesmo autor reporta que para a redugio do
nitrato para nitrito no queijo é necessaria a agio da enzima
xantina oxidase, a qual é inativada se o leite for aquecido
a temperaturas superiores a 80 °C por 10 segundos.
Entretanto, o uso desses sais ainda ¢ uma necessidade
tecnoldgica no Brasil, pois outros métodos que combatem
o estufamento tardio ndo contam com apoio legal, ou
dependem de melhoria da qualidade higiénica®?, de apoio
financeiro (salvo as usinas de grande porte), de tecnologia
ou mesmo da comprovacéo de sua eficiéncia®.

O maior problema associado a ingestao desses
sais esta relacionado com seu potencial efeito toxico em
individuos expostos a esses aditivos, o que depende tanto
da quantidade ingerida quanto da susceptibilidade do
organismo''. O excesso desses ions causa danos a saude
humana e é preocupante sob o ponto de vista toxicoldgico,
uma vez que o nitrato é convertido em N-nitrosaminas,
que possuem a¢ao carcinogénica ap0s a digestao>'* ">,
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Nitrosaminas sdo compostos N-nitrosos (NOC),
formados pela interagdo entre um grupo de nitrogénio
secundério (amina, amida, alquil-ureia ou um anel peptideo)
e um agente nitrosante'®'®. Os agentes nitrosantes reagem
rapidamente com superoxido para formar perdxido de
nitrito (ONOO-), o qual é altamente reativo e responsavel
pelos efeitos celulares adversos como o cancer®.

O nitrato possui basicamente duas maneiras
distintas de conversao em nitrito: na primeira, pode ocorrer
reducio do nitrato em nitrito no préprio alimento devido
as condigdes que ele oferece; e na segunda, uma conversao
através da reducio pela acdo de bactérias redutoras no
trato gastrintestinal e no estdbmago, onde pode chegar
a ser transformado em nitrosamina'®. Foi observado
por Mcknight et al.”” que, além dessas possibilidades de
transformacao do nitrato em nitrito, nas condi¢oes acidas
do estdbmago, o nitrito também da origem aos agentes
nitrosantes, através de sua decomposi¢io em dacido
nitroso (HNO,) e este em varios 6xidos de nitrogénio
espontaneamente.

O nitrito é bem mais toxico que o nitrato e produz
vasodilatacio e relaxamento da musculatura lisa em
geral®. Além disso, quando esta presente no organismo,
especialmente no infantil, age sobre a hemoglobina,
oxidando o ferro (Fe) ao estado férrico, impedindo assim
a fun¢do normal da hemoglobina de transportar oxigénio,
doenga conhecida como metemoglobinemia, que pode
levar a anoxia e morte?'. A avaliacdo dos teores de nitratos
e nitritos nos alimentos em geral deve ser realizada a
fim de que a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) ndo seja
ultrapassada, o que colocaria em risco a populagdo. O
Brasil utiliza como referéncia os mesmos valores de IDA
do Mercosul e da FAO/OMS: 0,06 mg/Kg/dia de ion nitrito
e 3,7 mg/Kg/dia para nitrato. Deve-se ressaltar que a IDA
ndo deve ser aplicada para criangas menores de 3 meses de
idade. Alimentos destinados a criancas com menos de 6
meses de idade ndo podem conter nitrito como aditivo®.

O Padrio Geral de Identidade e Qualidade de
Queijos (PIQ) esta descrito na Portaria n° 146 de 1996
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA)*. De acordo com a portaria, permite-se a adicdo
de nitrato de sédio ou potassio em queijos, com exce¢io
daqueles classificados como de alta umidade (46,0 a 54,9%
m/m) ou muito alta umidade (maior ou igual a 55,0% m/m),
até um limite maximo de 50 mg/Kg (ppm), quantificados
como nitrato de sddio ou potassio, isolados ou combinados.
Para os nitritos, o critério de aceitacdo é auséncia,
independentemente do teor de umidade do queijo.
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O queijo Minas Frescal é regulamentado pela
Portaria 352 de 1997%, que o classifica como queijo de
muito alta umidade e que ndo pode conter nitratos e
nitritos. O queijo Mussarela possui seu regulamento
descrito na Portaria 364 de 1997*, a qual o classifica
como queijo de média, alta ou muito alta umidade. A
norma regulamentadora do queijo Prato é a Portaria 358
de 1997%, que o classifica como queijo de média umidade,
e para o queijo Parmesdo temos a Portaria 353 de 19977,
que o classifica como queijo de baixa umidade.

A Fundacéo Ezequiel Dias (Funed) - Laboratério
Central de Saude Publica de Minas Gerais (Lacen-MG),
através da Divisao de Vigilancia Sanitdria, em parceria
com as Vigilancias Sanitarias Estadual e Municipais, e
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
realiza o monitoramento de alimentos expostos ao
consumo em Minas Gerais, principalmente aqueles mais
susceptiveis as contaminac¢des e adulteragdes fisico-
quimicas. Um dos programas realizados em 2009 foi o
PROMAC - Programa de Monitoramento de Aditivos
e Contaminantes, que avalia a presenca de aditivos e
contaminantes, como nitratos e nitritos, corantes naturais
e artificiais, sulfitos e metais pesados em alimentos como
derivados lacteos, sucos em po e prontos para beber,
balas e pirulitos, doces e geleias.

No presente estudo teve-se como objetivo avaliar
a ocorréncia de nitratos e nitritos em queijos, Minas
Frescal, Mussarela, Prato e Parmesao, comercializados no
estado de Minas Gerais no ano de 2009, tanto por técnicas
qualitativas como quantitativas, conforme os Padroes de
Identidade e Qualidade desses produtos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As andlises foram realizadas no Laboratério de
Quimica Bromatoldgica e Cromatografia da Funed/
Lacen-MG, no periodo de abril a novembro de 2009.
Foram analisadas 29 amostras de queijo Minas Frescal, 27
de Mussarela, 11 de Parmesao e 10 de Prato, totalizando 77
amostras. Estas foram coletadas aleatoriamente em diversos
estabelecimentos do comércio do estado, pela Vigilancia
Sanitaria Municipal, de acordo com o cronograma da
Secretaria Estadual de Saude, como parte do PROMAC.

Metodologia
Para as determinagdes qualitativa e quantitativa
de nitratos e nitritos, foram utilizadas as publicacoes

oficiais do MAPA (Instrugdo Normativa 68/2006 e
Portaria 01 de 1981)*"2,

A determinagio quantitativa dos teores de nitrato
e nitrito foi aplicada somente para queijos de média e
baixa umidade, conforme classificagdes consultadas
nos Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade
(RTIQ’s) especificos para cada tipo de queijo. Os queijos nao
enquadrados nesta classificacdo foram submetidos apenas
a analise qualitativa, uma vez que o critério de aceitagdo
¢ somente presenca ou auséncia de nitrato e nitrito, ndo
interessando sua quantificagdo. Para o queijo Mussarela,
antes de se definir qual metodologia seria empregada, fez-
se necessaria a realizagdo da determina¢do da umidade,
por ser um queijo que pode ter classificagao diversa.

Determinagao qualitativa

Clarificacgao

Foram pesados 10 gramas das amostras de
queijo previamente processadas e homogeneizadas em
um béquer de 250 mL. Em seguida, adicionou-se 25 mL
de tetraborato de sédio (boérax) 5% e 100 mL de agua
destilada fervente. As misturas foram mantidas em banho-
maria por 15 minutos com agitacdo ocasional. Apds este
processo, resfriou-se a temperatura ambiente. Adicionou-
se 10 mL de ferrocianeto de potéssio 0,25 M e 10 mL de
acetato de zinco 1,0 M com agitacao sequencial e repouso
por 30 minutos a temperatura ambiente. Ap6s o repouso,
as amostras foram filtradas em papel filtro qualitativo®.

Pesquisa de nitratos

Foram transferidos 5 mL de cada filtrado para um
tubo de ensaio. Adicionou-se 1 gota de solugao saturada de
cloreto de s6dio em cada recipiente e 4 mL de solugdo de
difenilamina 17,0 mg/100mL (esta solugio foi preparada com
30 mL do volume total de dgua e o restante de acido sulftirico
concentrado) cuidadosamente pelas paredes do tubo. As
amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos para
avaliagdo do resultado. Fez-se o branco nas mesmas condic¢des,
utilizando-se 5 mL de agua ultrapura em substituicdo da
amostra. Também foi feito um controle positivo fortificando
uma amostra com 0,6 mL de uma solugdo-padréo de nitrato
de sddio a 1%. O desenvolvimento de um anel de coloragdo
azul indicou a presenca de nitratos na amostra®.

Pesquisa de nitritos

Foram transferidos 10 mL dos mesmos filtrados
para um tubo de ensaio, onde foram adicionados 5 mL da
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solucdo tampao pH 9,6 — 9,7 (HCI/NH,OH) e 10 mL do
reagentede cor (acido sulfanilico e a-naftolem dcido acético
15%) em auséncia de luz direta. Os tubos foram mantidos
em repouso por 30 minutos para desenvolvimento da
coloragdo. Como na determinagdo de nitratos, também
foi feito um branco e um controle positivo nas mesmas
condi¢oes das amostras, sendo que o controle positivo
foi realizado a partir de uma solugdo de nitrito de sddio
a 10 mg/L (ppm). O desenvolvimento de coloragdo rosea
alaranjada indicou a presenca de nitritos na amostra®.

Determinag¢ao Quantitativa

Clarificagio

Foram pesados 10 gramas da amostra em béquer
de 100 mL. Ao béquer foram adicionados 5 mL de solugédo
de tetraborato de sédio a 5% (bdrax) e 40 mL de agua
fervente. O conteudo foi deixado em banho-maria com
agitagdo constante por 15 minutos e em seguida resfriado
a temperatura ambiente. Todo o contetido do béquer foi
transferido quantitativamente para um baldo volumétrico
de 100 mL. O contetido do balo foi submetido ao processo
de clarifica¢io através da adi¢do de 10 mL de solucédo de
ferrocianeto de potéssio 0,25 M e 10 mL de solucio de
acetato de zinco 1,0 M sob agitacdo. O contetido do baldo
foi completado com 4gua ultrapura e filtrado em papel
filtro qualitativo®.

Nitrito original

Para a determinacdo de nitrito original presente na
amostra, foram transferidos 20 mL do filtrado clarificado
para baldo volumétrico de 100 mL e procedeu-se a reacao
de cor?.

Nitrito total - Reduc¢ao do nitrato a nitrito

Foram transferidos 20 mL do filtrado para um
erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, foram adicionados 5
mL de solugdo tampao (pH 9,6 - 9,7) e aproximadamente
20 g de cadmio esponjoso ao erlenmeyer, o qual foi
colocado no agitador por 30 minutos. O sobrenadante foi
filtrado em papel filtro qualitativo diretamente em baldo
volumétrico de 100 mL*.

Reacio de cor para determinagio do nitrito

Foram transferidos 10 mL do contetido do baldo de
100 mL para um baldo volumétrico de 25 mL 4mbar, onde
foram adicionados mais 5 mL da solu¢do tampéo e 10 mL
do reagente de cor (os mesmos utilizados na pesquisa de
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nitritos). O conteudo foi agitado. O baldo foi mantido a
25 °C ao abrigo da luz por 30 minutos. Em seguida, fez-se
aleitura em espectrofotdmetro a 480 nm. Os calculos para
determinagdo do contetido de nitrito original e total foram
realizados com base na equacédo obtida através da curva de
calibragdo, com a leitura de padroes de nitrito (0,10; 0,40;
0,805 1,20; 2,00 e 2,40 mg/L) na mesma faixa espectral. O
teor de nitrato foi determinado a partir da diferenca entre
o teor de nitrito total e original multiplicado pelo fator
de conversao. Os resultados finais foram convertidos em
miligramas de nitrato ou nitrito por massa de amostra®.

Avaliagdo da eficiéncia de redu¢io do cadmio
esponjoso

A avaliagdo da eficiéncia de redugdo do cadmio
esponjoso foi determinada através da redugio de uma
solugdo-padrdo de nitrato de sédio, que foi analisada
concomitantemente com as amostras®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada a presenca de nitratos em 7% das
amostras de queijo Minas Frescal, estando em desacordo
com a legislagao, Portaria n° 352 de 1997%, que preconiza a
auséncia total desses sais na composi¢ao desse queijo, por ele
ser classificado como um queijo de muito alta umidade.

Apés determinagcdo da umidade, 9 das 27
amostras de Mussarela foram classificadas como de
alta ou muito alta umidade, sendo direcionadas para
avaliacdo qualitativa. Em nenhuma delas foi detectada a
presenca de nitratos e de nitritos, estando de acordo com
as legislagoes estabelecidas.

Quando foram determinados quantitativamente
nitratos nas amostras de queijo Mussarela, Parmesao e
Prato, observou-se que o queijo Parmesdo apresentou
valores de até 121,38 mg/Kg, ultrapassando o maximo
permitido de 50 mg/Kg de queijo em 18% das amostras.
Para o queijo Prato, foram encontrados valores até
56,77 mg/Kg (10% de amostras nao conformes). Ja para
Mussarela, todas as amostras avaliadas quantitativamente
estavam em conformidade para o valor estabelecido,
apresentando, no maximo, 10,17 mg/Kg de queijo.
Também nio foram quantificados nitritos em nenhuma
destas amostras. Tanto para nitrato como para nitrito,
o limite de quantificacio do método foi de 5 mg/Kg de
queijo (Tabela 1).

Seraphim e Siqueira'® avaliaram amostras de
queijos industrializados e caseiros, ndo verificando a
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Tabela 1. Avaliagdo quantitativa de Nitrato em amostras de queijo Mussarela, Parmesdo e Prato coletadas no

ano de 2009
Avaliagao
Queijo  Amostras Avaliadas  Limite Maximo estabelecido — :
Satisfatorio (%) Nao conformidades (%)
Mussarela 18 100 0
Parmesio 11 50 mg/Kg 82 18
Prato 10 90 10

presenca de nitratos e nitritos em quantidades superiores
a 10 mg/kg na maioria delas (88,37%). Silveira et al’
mostraram resultados muito semelhantes aos obtidos
nesse trabalho, onde foram analisadas 112 amostras
de queijos e verificado que em 104 (92,85 %) nao havia
nitrato e nitrito detectavel (LD=10 mg/kg), e em 8 (7,14%)
apenas o nitrato estava presente. Zerfiridis e Manolkidis®
analisaram 54 amostras de queijos da Grécia, 20,4%
apresentaram nitrato entre 35 e 104 mg/Kg e 46,3% foram
negativos para nitrato e nitrito.

Para alguns estudiosos, os baixos niveis de nitrato
e nitrito encontrados em queijos estdo relacionados com a
alta solubilidade desses ions em agua, ficando pequena parte
adsorvida na superficie das micelas da caseina coagulada®.

Valores de nitrato em alta concentragdo foram
encontrados por Pimentel et al.*’, onde a presenca foi
observada em todas as amostras analisadas, com teores
médios que variam de 5,11 a 159,1 mg/Kg. Teores médios
mais elevados de nitrato de sddio foram encontrados em
queijo tipo parmesdo (49,09 mg/Kg), seguido por queijo
parmesao (25,99 mg/Kg) e pelo queijo ralado (25,22 mg/
Kg). Do total, 20% das amostras do queijo parmesao ralado,
25% das amostras de queijo tipo parmesao ralado e 25%
das amostras de queijo ralado estariam em desacordo com
o limite estipulado pela legislagao. O mesmo autor reporta
que a presenca de nitrito de sddio foi observada em 94,4%
da amostras analisadas, em teores que variaram de 4,15 a
129,2 mg/Kg. Teores médios mais elevados de nitrito de
sddio foram encontrados em queijo tipo parmesao ralado
(39,87 mg/Kg), seguido por queijo parmesao ralado (23,89
mg/Kg) e queijo ralado (20,46 mg/Kg).

A auséncia de nitritos em queijos industrializados
em que ndo foi detectado o nitrato foi reportada por
outros pesquisadores, como Birkkjaer e Thomsen®'; e Sen
e Donaldson?*?. Provavelmente, isso se deve ao fato de que
o nitrito, quando presente em queijos, é proveniente da
redugdo do nitrato adicionado.

A conversio de nitrato em nitrito no queijo
ocorre pelas condicdes que o alimento oferece, como foi

observado por Levallois et al.”. Portanto, a ocorréncia de
resultados positivos para a presenga de nitrato e negativos
para nitrito pode ser explicada pelo fato de o alimento nao
ter tido condig¢des favoraveis para que ocorresse a reducao
do nitrato para nitrito.

Plutta et al.** mostraram que em estudo dos niveis
de nitrato e nitrito em queijo produzido na Pol6nia, onde
de 0,01 a 0,02% de nitrato de sddio foi adicionado durante
a fabricagdo, encontraram-se quantidades relativamente
baixas, médias de 10 mg/Kg de nitrato e 1 mg/kg de
nitrito. Deve-se ressaltar que a presenca de 1 mg/Kg de
nitrito pode ser oriunda da redu¢ao do nitrato adicionado
nas amostras.

CONCLUSAO

O alto indice de ndo conformidade em queijos
Parmesao e Prato indicam uso excessivo do nitrato nesse
tipo de alimento.

A presenca de nitrato em queijo Minas Frescal
nio era esperada em fun¢io de ser um produto de rapido
consumo e o estufamento tardio ndo ser um problema
caracteristico desse tipo de queijo.

Os resultados reforcam a importincia do
monitoramento continuo de aditivos intencionais em
produtos como o queijo, largamente consumidos pela
populacio.
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ABSTRACT

Sour cassava starch (polvilho azedo) is a chemically and enzymatically modified starch. It is used to prepare
the traditional baked goods. Because of its satisfactory expansion property, a light and alveolar structure is
produced in baked food prepared with sour cassava starch, without adding any chemical or biological ferment.
This study reports some easy and simple procedures for pre-estimating sour cassava starch expansion property.
The correlation between the native cassava starches and the laboratory-produced sour cassava starch was
analyzed. An investigation among the local bakers was carried out for inquiring into the polvilho azedo choice,
and it disclosed some product brands. The polvilho azedo samples from these brands were also evaluated. Acid
factor, pH, specific volume, swelling power and intrinsic viscosity characteristics were directly correlated with
expansion property. The procedures for determining acid factor, pH and weight loss are easy and accessible
methodologies which might be carried out at small industries and bakeries.

Keywords. cassava, expansion, fermentation, rheology, starch.

RESUMO

O polvilho azedo é um amido de mandioca em que séo feitas modificagdes quimicas e enzimaticas, sendo
usado na fabricagao de produtos tradicionais, como pao de queijo, em fungido de sua propriedade de
expansdo, que induz a formacgio de estrutura leve e alveolar, mesmo sem adi¢do de qualquer produto
quimico ou fermento bioldgico. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer alguns
procedimentos técnicos simples para efetuar a avaliacdo prévia da propriedade de expansdo do polvilho
azedo a ser utilizado. Foi estudada a relagdo entre os amidos de mandioca nativos e os do polvilho azedo
produzido em laboratério. Um questiondrio foi aplicado entre os padeiros locais com o objetivo de
averiguar o motivo para efetuar a escolha do polvilho azedo, o que conduziu a algumas marcas; essas
marcas selecionadas foram também analisadas neste estudo. As caracteristicas referentes a fator acido,
pH, volume especifico, poder de inchamento e viscosidade intrinseca apresentaram boa correlagdo com a
propriedade de expansio. As determinagdes de fator dcido, pH e perda de peso sdo procedimentos féceis
e acessiveis para serem efetuados em pequenas industrias e padarias.

Palavras-chave. mandioca, expansdo, fermentagio, reologia, amido.
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INTRODUCTION

Food and beverages from tropical roots are
produced throughout the world involving numerous and
diverse processes, resulting in functional compounds,
additives and special properties of these novel or
traditional products, when compared to the original
raw material'.This is the case of the sour cassava starch
(polvilho azedo), for example, a naturally modified starch
with special properties.

Numerous works intend to chemically show the
expansion property of polvilho azedo, a fermented and
sun dried cassava starch, considered a chemically and
enzymatically modified product, with acidic characteristics,
perforated granules and high expansion capacity*®.
Expansion is a natural characteristic of polvilho azedo,
defined as the growth rate of the dough during oven cooking,
also referred to as expansion rate’. It is directly related to
specific volume, expressed in cm’.g". Polvilho azedo with
good performance in bakery results in products with soft,
alveolar structures, differently from non-fermented cassava
starches, referred to as native cassava starch'.

In comparison to native cassava starch polvilho
azedo is a product of low pH, high acid factor, low swelling
power and low intrinsic viscosity, which implies a loss
in the polymerization degree, due to structural changes
during fermentation and sun drying'"'2.

Several works state the importance of hydrolysis
and sun drying to define the properties of polvilho azedo,
which contribute to dough expansion**. Meanwhile,
there still is the uncertainty about physicochemical
parameters to ensure commercialization of polvilho
azedo of good-performance.

Nowadays sour cassava starch industries use a
practical assay, making a sample of specimen (or biscuit)
and if it expands, the polvilho azedo is suitable for
commercialization. However, industries and bakeries
either need to know the physicochemical variables for
an easy determination or depend on a simplified analysis
to determine the best polvilho azedo. A study'® suggested
a chemical model of the expansion of polvilho azedo,
aiming to find any variables that could be directly or
indirectly related with it. The variables which could be
considered in a polvilho azedo quality control system
are: acid factor, pH, specific volume, swelling power, and
intrinsic viscosity. Meanwhile, those which are more
accessible for small industries and bakeries would be
the pH and the acid factor. In spite of specific volume
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representing an easy analysis, it takes longer to be
performed and also is very similar to the one which is
being currently used to determine the best polvilho azedo
in the industry. The determination of swelling power
requires the use of a centrifuge and of intrinsic viscosity
requires an elaborate method, which is inaccessible for
small industries and bakeries'.

The sour cassava starch (polvilho azedo) industry
is traditionally a familial business. The processing
units are classified, at the most, as medium sized
enterprises'>'%. The major effect of this reality is the lack
of access to advanced technologies for quality control of
raw material, products, and processes. At the same time
this situation persists, the preference for polvilho azedo
derivatives is increasing. It is used in the production of
cheese bread, biscuits and cookies. The expansion of the
dough occurs without any addition of yeast and is gluten
free. The classification of polvilho azedo as a gluten
free product contributes to its increasing demand and
justifies concern for the standardization of the polvilho
azedo quality, which is still considered as a rustically
made product®.

Based on results by Marcon et al.'’ and on several
other published works, including advanced techniques for
analysis such as ATR-FTIR (Attenuated total reflectance-
Fourier-transform infrared spectroscopy), DSC, X-Ray
diffraction, and others, this present work intends to show
variables of easy determination that could be suggested
as an easy analysis to predict the performance of polvilho
azedo. The present work was performed with the objective
of suggest some easy assay procedures to predict sour
cassava starch expansion property accessible to bakers and
cassava industries.

MATERIALS AND METHODS

A comparison was made on the physicochemical
and expansion characteristics of native cassava starch (five
different trademarks and one mix of them, resulting in six
samples) and sour cassava starch (polvilho azedo) samples
that, according to the opinion of bakers, were of good
performance (three different trademarks), more fourteen
good trademarks, totalizing seventeen (17) samples of
commercial sour cassava starch; as well as of the sour
cassava starches samples produced in laboratory (twenty
samples) with simulation of its industrial production and
with modifications® and also with addition of glucose
syrup were also included in the investigation.



Marcon MJA, Kurtz DJ, Maraschin M, Reginatto V, Amante ER. Rapid analysis for predicting the expansion of the polvilho azedo.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011;70(2):199-205.

Interview with bakers

All bakers, of every bakery, in the centre of
Floriandpolis downtown, Santa Catarina State, Brazil,
were interviewed. The interview included open questions
about the criteria they use when choosing a brand of
polvilho azedo.

Physicochemical analysis

All samples were characterized for moisture content
(method AOAC 921.10)' to express results in dry basis.
Acid factor, pH, expansion rate, swelling power, and specific
volume were determined for all samples, and intrinsic viscosity
was determined for commercial native cassava starch (five
samples) and commercial polvilho azedo (three samples).

The pH values were measured by using a Quimis
pHmeter (model Q 400A). Acid factor was determined
with samples of 25 g, with addition of up to 50 mL of
distilled water. The dispersion was titrated with a standard
0.1 N HCI to pH 3.0 under agitation. The acid factor
corresponds to the volume of acid consumed (mL)."”

Swelling power was evaluated at 90 °C, as
described by'®, with modifications. The analysis was
carried out in 50 mL leak proof centrifuge tubes by taking
a suspension of starch in deionized water (0.4 g starch
and 36 g deionized water) in water bath under agitation
at the selected temperature. After 30 minutes for cooling,
the volume was completed until obtaining 40 g and
centrifuged (3,000 rpm/20 minutes), and all supernatant
was collected. The pellets containing the swollen starch
granules were weighed and the ratio between the final
mass and the initial dry matter was considered as the
swelling power. The solubility was expressed in weight
percentage and the swelling power in weight gain.

The determination of baking expansion capacity
followed the procedures proposed by the CERAT -
Tropical Root Centre.”” The formulation was made with
50 g of sample with 40 mL boiling water for the production
of the dough. The dough was divided into five balls of
approximately 10 g each and baked at 200 °C for 25 minutes
in an electric oven. The diameter of each dough ball was
measured with a Vernier calliper (Metrica, Italy) before
and after baking. Baking expansion capacity was calculated
by using the relation between the initial average diameter
of the dough balls before baking and their final average
diameter after baking (their diameters are irregular)®.

Specific volume of the dough balls after cooking was
determined through the rape seed displacement method
and calculated as displacement/weight (cm®.g")*..

The Intrinsic viscosity” of the cassava starch
samples was measured with a thermostatically viscometer
Schott, AVS 350, CT 52, at constant temperature 30 °C,
capillary diameter 0.63 mm; capillary constant (K) of
0.01511 mm?.s Solutions of the cassava starches samples
at 0.002, 0.003, 0.004, 0.005, 0.006 and 0.007 g/mL were
prepared in 1.0 N KOH. To determine the flow time of
the solvent (0.1 N KOH) and of the starch solutions,
exactly 10 mL of solutions were transferred to the 100 mL
tube of the viscometer. Specific viscosity was calculated
by Equation 1.

Ny = (N/Me-1) = (t/t,-1)  (Equation 1)

Where: 1, = specific viscosity; n = starch solution
viscosity; 1, = solvent (KOH 0.1 N) viscosity; t = flow
time of starch solution; t, = flow time of solvent.

The results of the reduced viscosity (specific
viscosity/concentration) for each concentration of
starch solution were plotted and intrinsic viscosity was
determined by extrapolation to concentration zero of the
starch solution. The point of intersection between the
straight and the y axis of the concentration zero of the
starch solution was considered as intrinsic viscosity.

Data analysis

The individual co-relation between each one of
the analyzed variables and expansion rate was examined
using the Statistical 6.0 software. Variables that showed
the greatest value for the co-relation coefficient were
adapted to preview the expansion capacity of polvilho
azedo. All analyses were performed in triplicate.

DISCUSSION

The general opinion of bakers reveals that polvilho
azedo is a product without any standard of quality, which
leads those professionals to establish a relation of fidelity with
determined trademarks only, which in their opinion were
the best. Based on their opinion about which polvilho azedo
is the best, it was possible select the three best trademarks to
be used in this study as a model of expansion property.

All results were organized for construction of
co-relations to establish the best variables to preview
the performance of expansion. Table 01 shows the value
of co-relation coefficients for several parameters of the
starch quality.
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Table 1. Co-relation coefficient between expansion rate, and acid
factor, pH, swelling power, specific volume and specific viscosity
for several samples of polvilho azedo with high and low expansion
performance and native cassava starch

Sour cassava starch Expansion rate(*)

quality parameter co-relation coefficient
R
Swelling power 0.52
Acid factor 0.81
pH 0.92
Intrinsic viscosity (**) 0.93
Specific volume 0.97

* Data from samples of native cassava starch (n = 6) and sour cassava
starch produced in laboratory (n = 20) and commercial trademarks
(n = 17). ** Intrinsic viscosity determined to: Native cassava starch
(n = 5); commercial sour cassava starch (n = 3)

The swelling power is a variable with important
relation with the expansion rate, in accordance
with preliminary study”. Due to starch granule
de-polymerization sour cassava starch shows low swelling
power, which increases expansion. When analyzing all
the data with high density of results of all the samples,
commercial polvilho azedo, polvilho azedo produced in
laboratory, and native cassava starch, the co-relation
coefficient between expansion rate and swelling power
is ~ -0.34. Meanwhile, when analyzing more specifically
only the commercial polvilho azedo and native cassava
starches, it becomes evident that the co-relation is higher.
The decrease in swelling power is inversely related with
expansion rate, with a co-relation value of ~ -0.51.
Swelling power could be a variable indicated to predict
the expansion performance of polvilho azedo. However,
studies with the variables: pH, acid factor, specific
volume and intrinsic viscosity would offer better answers
to predict the expansion performance of polvilho azedo.
There are several published works about polymeric
networks in several kinds of dough and natural and
synthetic polymers, but none about the relation between
swelling power and expansion rate of sour cassava starch,
polvilho azedo.

The reduction in pH value, as consequence of
fermentation, is a known event in the polvilho azedo
production process. This fermented product shows a
low characteristic pH zone when compared with native
cassava starches. The relation between pH and expansion
rate for all the samples analyzed shows co-relation
coefficient of ~ -0.68, which proves that expansion
increases with the reduction of pH.
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The analysis of the relation of the expansion
rate and pH, restrictive to native cassava starches and
commercial polvilho azedo samples, co-relation coeflicient
(~0.92), reveals that pH is an important variable to predict
the expansion performance of polvilho azedo.

This strong inverse relation between pH and
expansion comprises a fact largely published about
polvilho azedo, as a product with low pH”**2.

Although the acid factor has been a variable
which is little studied in the academic scenario it
represents a volume of 0.1 N hydrochloric acid that is
necessary for the starch dispersion pH to achieve the
value of 3.0. Indirectly, it indicates the chemical nature of
the starch granule in relation to its sensitivity to changes
in pH. When comparing polvilho azedo to native cassava
starch, which is a non-fermented product that has low
acid factor, the acid factor can show the kind of chemical
change that occurs after fermentation. Therefore, the acid
factor is a variable that increases with the increase of the
expansion rate.

Co-relation coefficient between expansion rate
and acid factor has a lower value when all the samples in
this work are compared. Because of the faster production
of the polvilho azedo produced in laboratory, this
co-relation can be dramatically changed when comparing
only native cassava starches samples with commercial
polvilho azedo of the bakers’ preference.

This prospect improves when analyzing the
relation between acid factor and expansion rate only with
native cassava starches and commercial polvilho azedo
samples, thereby achieving the co-relation coefficient of
~ 0.81. Several works have been published attempting
to explain the expansion property of polvilho azedo, but
none have been published about the relation between the
expansion rate and the acid factor.

Attenuated total reflectance-Fourier transform
infrared (ATR-FTIR) spectroscopy and chemometric
analysisappliedtothesamplesinstudy (unpublished data)
indicated that absorption wavebands at 1650-1500 cm!,
typical of nitrogen-containing compounds, revealed
some important differences compared to native cassava
starches. Since the acid factor analysis considers the
pH reduction on titration with 0.1N HCI and because
polvilho azedo has greater acid factor in comparison to
native cassava starch, these results can show an indication
of buffering nitrogen material, which prevents pH
reduction and is predominantly present in the polvilho
azedo samples.
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Another variable to be considered is the specific
volume that means the volume/weight relation of
samples of specimen constituted by the starches in
study. This variable is closely related to the expansion
rate. Through an analysis of all the sample spectra, it is
possible to achieve a high co-relation coefficient (r=0.89)
between the specific volume and expansion rate.

This important co-relation increases (r=0.97)
when analysis is performed only between native cassava
starches and commercial polvilho azedo samples.

According to several authors®!*!* cassava starch
fermentation in the polvilho azedo production process
results in starch granule depolymerization. Intrinsic
viscosity determination for the samples studied showed
this change, with partial reduction of the polymerization
degree of amylose and amylopectin. There isa high inverse
co-relation (r = -0.93) between intrinsic viscosity and
expansion rate, when analyzing native cassava starches
and commercial polvilho azedo samples.

As consequence of this depolymerization, some
authors have already published that there are some
differences in amylose content in fermented and non-
fermented starch granules. Therefore, according to our
work and to unpublished data, there is no important
relation between amylose content of native cassava and
fermented starch granules. Thisfactleadsto the conclusion
that the bounds and the proximity amylose-amylose/
amylose-amylopectin/amylopectin-amylopectin,  and
the relation of amylose in starch granule are sufficiently
diverse to consider amylose as a parameter of reference
to predict expansion performance of polvilho azedo.

Considering all the co-relations shown in this
work, in crescent order, swelling power, acid factor, pH,
intrinsic viscosity and specific volume could be useful
as indicator to predict the expansion performance of
polvilho azedo. Therefore, considering some of these
analyses, producers of polvilho azedo and bakers
could become dependent on laboratories to perform
more elaborated analysis to predict the performance
of polvilho azedo such as on intrinsic viscosity and
swelling power. Today bakers and small industries of
polvilho azedo use to make a sample of specimen, which
can be quite similar to the specific volume evaluation.
Therefore, this present work suggests that pH and acid
factor should be used to simplify the prediction of the
performance of polvilho azedo.

The results of the samples studied in this work
show that the commercial polvilho azedo with more

Table 2. Expansion rate and percent of weight loss of several samples
of polvilho azedo with high and low expansion performance, compared
to native cassava starch

Samples Expansion rate Loss of Weight (%)
Native Cassava Starch

1.3 34
1.4 28
1.3 30
1.4 31
1.5 30
1.5 32

n=6

Average+SD 1.4+0.09 30.83+2.04

Sour cassava starch produced in laboratory
Low performance

1.4 29
1.5 32
1.4 31
1.3 32
14 32
1.5 36
1.5 39
1.5 30
14 34

n=9

Average+SD 1.43+0.07 32.72+3.11

High performance
2.2 41
2.1 40
2.2 42
2.1 40
2.1 39
2.1 40
2.2 42
2.2 41
2.2 42
2.2 41
2.3 40

n=11

Average+SD 2.7+0.06 40.73+1.01

Commercial sour cassava starch

2.0 39
2.0 41
1.9 41
1.9 38
1.9 39
1.9 38
1.9 39
2.1 37
2.0 41
1.9 40
1.9 37
2.1 39
2.2 45
2.2 40
2.1 42
2.1 40

n=17

Average+SD 2.01+0.11 39.82+1.98
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desirable expansion property has pH values between 3.47
and 4.18, and acid factor values between 3.17 and 4.36.
These minimum and maximum values can be useful as
limits to predict the performance of polvilho azedo.

Allpolvilho azedosamples producedinlaboratory
showed a good performance in expansion property,
however those samples showed acid factor values lower
than the minimum limit suggested in this work. This
method® is different from the one traditionally used
for production of polvilho azedo because it is a rapid
method, requiring only half the time of the traditional
method. To predict the performance of polvilho azedo
produced by this rapid method, pH and specific volume
could be used as variables.

Additionally, the weight of the samples of
specimen can also be related with their expansion
because the weight of the cooked product made with
a good polvilho azedo is lower than a polvilho azedo
with low expansion performance. Considering the
method used in this work for determination of specific
volume?', we can find a high amount of data, enough to
establish a relation between the lost of weight sample
of specimen and the expansion rate. According to this
consideration, expansion can be estimated by converting
the difference in weight, before and after cooking, into
percentage of weight loss during cooking. Table 2 shows
data obtained for weight loss in products with better
performance, compared to low performance and native
cassava starch. Therefore, it is possible to predict that a
good polvilho azedo must show weight loss around 40 to
45% after cooking. This evaluation is independent of pH
or acid factor determination, but it is advantageous in
comparison to the traditional method used in bakeries
because it uses only a minimal quantity of sample, oven,
and scale and also because it reduces time of assay.

The determination of pH, acid factor, and weight
loss can be used to choose a good polvilho azedo. The
intension is that this fermented product is capable of
being developed to establish lower variations between
several fermentations by the same producer and also to
facilitate the availability of a greater number of trademarks
preferred by bakers. At the same time, familial industries
of polvilho azedo need the simplest methodology to
predict the quality of their products.

Studies on polvilho azedo quality control or with
the aim to improve the process and the product should
be considered in view of the increasing opportunities to
preserve the small and familial industries dedicated to
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production of polvilho azedo. Just as much as several wine
and cheese producers worldwide, the industry of cassava
starch fermentation must be developed and valued.

CONCLUSION

According to the opinion of bakers who use
polvilho azedo, there is great difficulty to find a good
trademark of this product. Consequently, they establish
a relation of customer fidelity when they eventually find
a good product.

Good performance of polvilho azedo means a final
product with good expansion capacity. Among several
quality variables such as intrinsic viscosity, swelling
power, specific volume, pH, and acid factor, only the last
two could contribute to predict performance of polvilho
azedo for products obtained through the traditional
process, which takes long time for fermentation.

Polvilho azedo produced by rapid fermentation
from fermented native cassava starch does not respond
similarly to traditional polvilho azedo, due to the low acid
factor compared tohigheracid factor obtained in traditional
products. Therefore, the inclusion of the percentage of
weight loss during cooking can be a good variable, along
with pH and acid factor, to establish a prediction of the
expansion performance of polvilho azedo.
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RESUMO

Osefeitos de uma formulagio lactea a base de flocos de abobora e inulina sobre o crescimento e desenvolvimento
deratos ap6s desmame foram avaliados, utilizando 36 ratos machos, albinus, linhagem Wistar. Os animais foram
divididos, aleatoriamente, em trés grupos de 12: padrao de caseina (GC), experimentais - GM+FA e GM+FAI
- modificada pela adigdo de 6% da formulagio lactea a base de flocos de abdbora, e modificada pela adi¢io
de 6% da formulagio lactea a base de flocos de abdbora suplementada com 3% de inulina, respectivamente,
durante 28 dias. Avaliou-se a composi¢do centesimal e microbioldgica dos flocos de abobora, o ganho do peso
corporal, ingestdo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar. Apds o sacrificio, foram determinados o
peso do figado e os teores de provitamina A e 3-caroteno nos grupos GC e GM+FA. Registrou-se significativo
decréscimo na ingestdo alimentar no GC; significativo aumento do ganho de peso corporal no GM+FAIL em
comparagdo com os demais, e diferencas significativas entre 0 GC e GM+FAI quanto ao CEA. Os teores de
vitamina A e f3-caroteno foram significativamente superiores no GM+FA. Os resultados demonstram que a
inulina exerce benéficos efeitos sobre o desenvolvimento e crescimento dos ratos apds desmame.
Palavras-chave. vitamina A, suplementagio, carotenoides, desenvolvimento fisiologico.

ABSTRACT

The effects of a milk-based formulation of pumpkin flakes and inulin on post weaning rat growth and
development of 36 male white Wister rats were evaluated. The animals were randomly divided in three groups
of 12: casein experimental pattern (GC) - GM+FA and GM+FAI - modified by the addition of 6% milk-based
formulation of pumpkin flakes supplemented with 3% inulin, respectively, during 28 days. We assessed the
microbiological and centesimal chemical composition of pumpkin flakes, body weight gain, food intake and
coefficient of food efficiency. After dissection, the liver weight and pro-vitamin A and beta-carotene levels in
GC and GM + FA were registered. A significant decrease in food intake on GC: considerable body weight gain
in the GM+FAI was observed, in relation to the rest of the groups, and a substantial difference between the
GC and GM+FAI in relation to CEA (food coefficient). The vitamin A and beta-carotene were significantly
higher in GM + FA. The results show that inulin exerts beneficial effects on the development and growth of
the rats after weaning.

Keywords. vitamin A, supplementation, carotenoids, physiological development.
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INTRODUCAO

Segundo Dolinsky e Ramalho!, a desnutrigao
infantil constitui um problema mundial de satde publica,
por ocasionar efeitos deletérios sobre o crescimento e
desenvolvimento mental de criancas, requerendo a adogao
de medidas a curto prazo. Das inadequa¢des nutricionais
do periodo do desmame destaca-se a deficiéncia de
vitamina A, que, além de comprometer amorbimortalidade
infantil, acarreta dentre outros problemas, a xeroftalmia,
maior causa de cegueira em criangas em paises em
desenvolvimento, podendo ainda ocasionar um quadro de
imunodeficiéncia de origem exclusivamente nutricional.
Dentre as estratégias que vém sendo adotadas, como
forma de controlar essa deficiéncia, inclui-se a fortificagao
de alimentos. Neste contexto, Fernandes et al.* e Faro,
desenvolveram uma formulacio lictea a base de flocos
de abdbora. Além de ser fonte de carotenoides, a abébora
se destaca pela sua elevada producio, baixo custo e
amplo consumo no Brasil®. A eficacia dessa formulagdo
a base de flocos de abdbora e dos flocos isoladamente foi
avaliada, tanto na prevencdo como no controle da caréncia
de vitamina A, com resultados satisfatdrios, por Faro® e
Ambrosio et al.>. Posteriormente, consideraveis percentuais
de aceitabilidade dessa formulagdo foram registrados por
Silveira®, em criancas da cidade do Recife.

Aos carotenoides, pigmentos naturais responsaveis
pelas cores laranja, amarelo e vermelho de frutos e
hortalicas’, também sao atribuidas agdes bioldgicas, das
quais se destacam a atividade de provitamina A e a acio
antioxidante, com benéficos efeitos sobre a resposta imune
e redugdo do risco de degeneragao macular e catarata®’.

A evolucdo das pesquisas na area de funcionais
tem propiciado a descoberta de outras substancias'’,
dentre as quais a inulina, — fibra dietética soluvel
resistente a hidrdlise das enzimas digestivas humanas
devidoaconfiguragdo estrutural de suasligagoes osidicas
8 (2£1) que, juntamente com a oligofrutose, apresenta
efeitos plenamente reconhecidos pela comunidade
cientifica. A inulina, extraida em escala industrial da
raiz de chicéria'!, tem sido objeto de experimentos com
diversos modelos animais e humanos. Os resultados
alcancados demonstram benéficos efeitos sistémicos
fisiolégicos e nutricionais, decorrentes da sua agdo
moduladora da composicdo e atividade metabdlica da
microbiota intestinal, favorecendo o desenvolvimento
de bactérias bifidogénicas em detrimento de espécies
consideradas patogénicas ao hospedeiro. Ademais, ha

registros de efeitos sobre o metabolismo dos lipideos e
dos carboidratos e aumento da biodisponibilidade de
minerais'>*.

A consisténcia dos resultados obtidos em
estudos sobre a inulina e carotenoides, separadamente,
motivou a combina¢do desses componentes funcionais
na formulacdo lactea a base de flocos de abdbora,
com o objetivo de avaliar possiveis efeitos sobre o
desenvolvimento e crescimento dos ratos apos desmame,
atendendo, ainda, a crescente demanda dos consumidores
por produtos alimenticios saudaveis e nutritivos.

MATERIAL E METODOS

Ensaio bioldgico e dietas experimentais

Neste ensaio, cujo protocolo experimental foi,
previamente, aprovado pela Comissio de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE (N° 66/05), foram utilizados 36
ratos machos, albinus, linhagem Wistar, provenientes
do Biotério de Criacio do Departamento de Nutri¢do
da UFPE, desmamados aos 21 dias de idade com
peso médio de 45 a 55 g. Os ratos foram distribuidos,
ao acaso, em 3 grupos de 12 animais cada, durante 28
dias, e mantidos em gaiolas individuais, sob condigdes
controladas de temperatura (25°C £ 2°C) e ciclo de luz de
aproximadamente 12/12 horas.

Tabela 1. Composigdo das dietas experimentais (g/100g)

Constituintes (%) GC GM + FA GM + FAI
Caseina 20,40 15,27 15,47
Minerais 3,50 2,41 2,37
Vitaminas 1,00 1,00 1,00
Oleo 7,00 3,64 3,35
Celulose 5,00 3,84 3,84
Colina 0,25 0,25 0,25
Amido 62,55 52,29 49,42
Cistina 0,30 0,30 0,30
Flocos de abdbora® - 6,00 6,00
Leite® - 12,00 12,00
Agucar® - 3,00 3,00
Inulina¢ - - 3,00
Total 100,00 100,00 100,00

@b Obtidos no comércio local. GC = grupo controle (Reeves'™).

GM + FA = grupo experimental (Reeves'®) - modificada pela adi¢ao
de 6% da formulagao ldctea a base de flocos de abobora; GM + FAI =
grupo experimental (Reeves') - modificada pela adigiao de 6% da
formulagdo ldctea d base de flocos de abébora com 3% de inulina® -
Orafti Active Food International (Clariant, Sdo Paulo, Brasil)
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Os flocos de abdbora utilizados na formulacio
foram obtidos em secador de tambor, marca Duprat MS,
sob pressao de 6 atm, velocidade de 1 rpm e superficie
de 0,75 m? conforme Faro. A abdbora, utilizada na
elaboracdo dos flocos, o leite e o agtcar, usados na
formulacao das dietas, foram obtidos no comércio
local. A inulina tipo frutano-ITF (Oraft Raftilose HPX,
BENEO) foi doada pela empresa Orafti-Active Food
Ingredients — Bélgica.

Durante o experimento, os animais do grupo
controle (GC) receberam a dieta-padrido caseina,
enquanto os grupos experimentais receberam dieta
de caseina acrescida de 6% da formulacdo lactea a
base de flocos de abébora (GM+FA), e dieta caseina
adicionada de 6% da formulacdo ldctea a base de
flocos de abobora suplementada com 3% de inulina
(GM+FAI). A Tabela 1 expressa a composicdo da dieta,
equilibrada de acordo com a AIN 1993, para fase de
crescimento (Reeves et al.'4).

A composi¢cdo quimica dos flocos de abdbora
foi determinada conforme a Asssociation of Official
Analytical Chemistry - AOAC", abrangendo umidade
(935.29), residuo mineral fixo - cinzas (930.22-32.3.08),
lipidios (963.15-31.4.02), proteinas (991.20-33.2.11),
carboidratos totais por diferenca, fibra alimentar
(985.29-45.4.08) e carotenoides conforme Rodriguez-
Amaya et al.', cuja conversao em retinol foi efetuada de
acordo com Trumbo et al.'” (1:12pg). Para o calculo do
valor energético utilizou-se os fatores de Atwater'®e de
Roberfroid" para inulina (1,5). Também foram avaliadas

Tabela 2. Analises microbioldgicas nos flocos de abobora e dietas a
base de flocos de abdbora e inulina

Analises Flocos de GC GM+FA GM+FAI
microbioldgicas abdébora

Coliformes totais e 0 0 0 0
fecais em UFC/g
Contagem de bolores

1,8x10% 1,2x10*  1,3x10? 1,5x10%
e leveduras UFC/g * * * *
Salmonella  spp -

ausente  ausente ausente  ausente

auséncia em 25g

GC = grupo controle (Reeves').

GM + FA = grupo experimental (Reeves'*) — modificada pela adigio
de 6% da formulagdo ldctea a base de flocos de abébora; GM + FAI
= grupo experimental (Reeves') — modificada pela adicdo de 6% da
formulagdo ldctea a base de flocos de abébora com 3% de inulina -
Orafti Active Food International (Clariant, Sdo Paulo, Brasil).

UFC: unidade formadora de colonia
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Tabela 3. Andlises microbioldgicas nos flocos de abdbora e dietas a
base de flocos de abdbora e inulina

Tratamento Dietético

Variaveis

GC GM+FA GM+FAI
Ingestdo alimentar (g) 341,95+31,39* 370,50+16,69° 376,78+4,53°
Peso corporal (g) 132,42+19,51°  130,90+9,01° 150,96+22,55*
CEA 0,40+0,04* 0,35+0,02° 0,40+0,4*

GC = grupo controle (Reeves™).

GM + FA = grupo experimental (Reeves') - modificada pela adigio
de 6% da formulagdo lictea a base de flocos de abébora; GM +
FAI = grupo experimental (Reeves') - modificada pela adicio de
6% da formulagdo ldctea a base de flocos de abobora com 3% de
inulina® - Orafti Active Food International (Clariant, Sdo Paulo,
Brasil). n = 12 animais por grupo. * Letras diferentes significam que
diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan

as caracteristicas microbiolédgicas, conforme a AOAC"” —
coliformes a 35 °C (991.14), coliformes a 45 °C (986.33),
bolores e leveduras (997.02) e Salmonella spp (996.08 e
967.26) —, utilizando o preconizado na Resolucio da
Diretoria Colegiada — RDC n° 12/01%.

Os controles do peso corporal e da ingestdo
alimentar foram efetuados a cada 8 dias e o coeficiente
de eficiéncia alimentar (CEA) determinado pela
relagdo entre o ganho de peso e a ingestdo alimentar,
ao final do experimento. As dietas e a dgua foram
oferecidas ad libitum. Os animais foram observados,
diariamente, quanto a possiveis anomalias na aparéncia
e aspectos clinicos.

Aos 28 dias, apds jejum de 12 horas, os ratos foram
anestesiados e sacrificados para a retirada do figado, no
qual, apds pesagem em balanga de precisao marca Ohaus,
capacidade para 2,6/0z, foi determinado o teor de pr
ovitamina A nos grupos que receberam as dietas GC e GM
+ FA, conforme metodologia de Bessey et al., modificada
por Aratjo e Flores?'.

Analises estatisticas

Os resultados da pesquisa foram expressos em
média e desvio-padrao e submetidos ao teste de Ducan e
ao teste t de Student, todos ao nivel de 5% de probabilidade.
Os dados foram analisados utilizando o software Statistic
for Windows 6.0.

RESULTADOS
Em relagdo a composicdo quimica dos flocos de

abobora, foi observado o elevado teor de f3-caroteno,
106,27mg/100g. A Tabela 2, expressa os resultados
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microbioldgicos, que estdo de acordo com a legislagdo
em vigor.

Um significativo decréscimo (p<0,05) na
ingestdo total de alimentos foi observado nos ratos
alimentados com a dieta-padrdo - GC, em comparagio
com os demais (Tabela 3). Constata-se ainda que a
inulina também afetou, de modo positivo, o peso
corporal dos ratos alimentados com a GM+FAI, que
foi significativamente superior (p<0,05) em relagdo aos
demais grupos. Quanto ao CEA, nado foram registradas
diferencas significativas entre o GC e o GM+FAI Ambos
foram superiores ao GM+FA, o que sugere um efeito
adicional da incorpora¢do de 3% de inulina na absor¢éo
da proteina do GM+FAL Inclusive, a dieta GM+FAI
acarretou maior curva ponderal em relacdo a padrio e
maior ainda nos animais alimentados com a GM+FA.
Vale salientar que esta dltima manteve-se levemente
abaixo da dieta-padrdo em todo o experimento. Esta
diferenca, que, conforme a Figura 1, ocorreu a partir da
primeira semana com relacdo ao GM+FA, foi ampliada,
abrangendo, também, na segunda semana, os animais
do GC.

Com relagdo aos figados, nao foram observadas
diferencas quanto ao peso, tampouco anormalidades
na aparéncia clinica dos animais, durante o periodo
deste ensaio bioldgico, independentemente da dieta
consumida. De acordo com os resultados analiticos do
teor de vitamina A e 8-caroteno nos figados dos animais
dos grupos GC e GM-FA (Figura 2), os flocos de abdbora
propiciaram uma reserva de vitamina A e f8-caroteno
significativamente superior (p < 0.05) a registrada para
o grupo controle.

DISCUSSAO

Nos paises em desenvolvimento, predominam
deficiéncias alimentares de macro e micronutrientes
que constituem sérios fatores de risco para a saude e
sobrevivéncia de grupos vulneraveis, como criangas em
idade pré-escolar”. Durante a infancia, o crescimento e
desenvolvimento do homem séo afetados por distirbios
que podem ter causalidade multipla, das quais a
deficiéncia de vitamina A, ainda hoje, assume graves
proporg¢des no contexto da saude publica em todo o
mundo, podendo levar a cegueira e a morte***. Uma
nutrigdo preventiva, iniciada logo apds o desmame e
continuada ao longo de toda a vida®, utilizando uma
formulacio lactea a base de flocos de abdbora, rica em
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modificada pela adigdo de 6% da formulagdo ldctea a base de flocos de abébora;

GM + FAI = grupo experimental (Reeves") — modificada pela adicio de 6% da

formulagio ldctea a base de flocos de abébora com 3% de inulina® - Orafti Active

Food International (Clariant, Sdo Paulo, Brasil). n = 12 animais por grupo

Figura 1. Curva ponderal de ratos alimentados com dietas, acrescidas
ou nio de inulina
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GC = grupo controle (Reeves). GM + FA = grupo experimental (Reeves')
- modificada pela adi¢do de 6% da formulagio ldctea a base de flocos de
abébora; GM + FAI = grupo experimental (Reeves') - modificada pela
adi¢io de 6% da formulagdo ldctea a base de flocos de abobora com 3% de
inulina - Orafti Active Food International (Clariant, Sdo Paulo, Brasil). n =
12 animais por grupo. *Letras iguais ndo diferem significativamente, pelo teste
t de Student (p<0,5)

Figura 2. Teores de vitamina A e B-caroteno nos figados dos animais
alimentados com as dietas GC e GM+FA

carotenoides, que sdo responsdaveis pela eficicia desta
bebida na prevencido e controle da avitaminose A na
populagdo infantil*®, certamente contribuiria para
reverter esse cenario.

A eficiéncia da absor¢do dos carotenoides
pode, entretanto, ser afetada pela quantidade ingerida,
processamento ou coc¢do dos alimentos, além de outros
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ingredientes presentes na dieta, que podem estimula-la
(tipo e quantidade de gordura da dieta) ou inibi-la
(fibras), efeitos da matriz, interacdo entre carotenoides e
variagoes individuais 27,

Embora Krinsky et al®® tenham comprovado
que roedores ndo acumulam carotenoides no figado,
eles apresentam um eficiente mecanismo de conversao
de f3-caroteno a retinol, conforme evidenciado pelos
resultados desta pesquisa, nos ratos do grupo GM+FA,
que apresentaram uma reserva de vitamina A 3,4 vezes
superior a dos animais do GC.

Em relagdo a composicdo quimica dos flocos de
abdbora, destacam-se os teores de umidade dos flocos
desidratados de abdbora, aproximadamente 6,34g/100g,
o que demonstra a eficiéncia do processo tecnolédgico de
secagem utilizado e, também, o elevado teor de 3-caroteno,
valor préoximo ao de Ambrdsio*

Tanto os flocos como as formulagdes apresentaram
resultados para coliformes a 35 °C C/g(mL), coliformes a
45 ° C/g(mL) e auséncia de Salmonela, em conformidade
com a legislacdo vigente®. Esses resultados comprovaram
a qualidade da matéria-prima e a utilizagdio de boas
praticas do processamento.

Nos ultimos anos, vdrios estudos'®!M?13 tém
demonstrado que a adi¢do de inulina a alimentos
infantis estimula o crescimento de bifidobactérias
do célon, com consequente aumento das funcoes
intestinais e resisténcia a infec¢des — efeito prebidtico®.
Com o objetivo de melhorar a satide gastrointestinal,
reduzir a pressao arterial e obter efeitos benéficos na
lipemia, a American Dietetic Association - ADA®
- recomenda uma ingestao média de 3 a 10g/dia de
inulina e frutooligossacarideos. Estudos diversos tém
demonstrado que o consumo de quantidades moderadas
de inulina é benéfico a satde, principalmente pelo
aumento da absor¢do de minerais, como o Calcio (Ca),
Ferro (Fe) e Magnésio (Mg), importantes no crescimento
e desenvolvimento infantil***2. Nesta pesquisa, a escolha
do percentual de inulina a ser adicionado na formulacao
GM+FAI foi baseada na recomendagido de Reid et
al.”’, que sugerem doses de 1 a 3 g/dia de prebidticos,
para criangas. Esses valores, que sdo observados nos
produtos industrializados expostos a venda, destinados
a essa faixa etédria, atendem as recomendag¢des da RDC
n°18/99*, para alimentos em geral.

De nosso conhecimento, esta é a primeira
pesquisa que demonstra um aumento no crescimento
e desenvolvimento de ratos recém-desmamados,
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alimentados com uma associacio de flocos de abodbora,
ricos em carotenoides, com 3% de inulina. No que diz
respeito ao aumento de peso corporal, registrado nos
ratos do grupo GM+FAL ele pode ter sido influenciado
por diversos fatores da dieta, cuja magnitude depende
da presenca de inibidores e/ou promotores e da sua
composi¢do. Neste contexto, a incorporacdo de inulina
a essa formulacdo pode ter sido o fator promotor desse
efeito. Em contraposi¢ao, os achados de Zdunczyk et
al.*, ao avaliarem a combinagéo inulina e polifendis in
vivo, e de Lobo et al.’, em dietas suplementadas com 5%
de inulina, evidenciaram perda de peso. Considerando
que a unica diferenca entre as dietas oferecidas aos
grupos experimentais GM+FA e GM+FAI foi a adigédo
de 3% de inulina a dieta consumida por este tltimo
grupo, outra hipotese plausivel seria a de um possivel
sinergismo entre este frutano e os carotenoides
naturalmente presentes nos flocos da abdbora, com
repercussdes sobre a crescimento e desenvolvimento
dos animais”?’. Conforme Thomas et al.*®, a vitamina
A ¢ essencial para o crescimento e diferenciagdo
celular, particularmente do tecido epitelial, cujas
células das vilosidades sdo importantes na digestao e
absorcdo dos nutrientes.

Em relagdo ao CEA, parimetro que avalia a
eficicia da dieta, determinando o valor nutritivo e
aproveitamento biolégico da proteina, o fato de os
animais GM+FAI ndo apresentarem diferengas em
relagdo aos do grupo GC indica que a modificagdo
da dieta consumida por este grupo, pela adigdo de
6% da formulacdo lactea a base de flocos de abdbora
suplementada com 3% de inulina — dieta GM+FAI —,
nao afetou o aproveitamento bioldgico das proteinas,
refletindo o seu equilibrio e qualidade.

Conhecendo que o efeito prebiotico da inulina
é dependente do periodo de suplementacido e que,
para manter o crescimento das bactérias benéficas, seu
consumo deve ser continuo®, estudos mais acurados
expandindo este experimento até a idade adulta deverao
ser realizados, com vistas a elucidar a natureza dos
mecanismos envolvidos.

Em resumo, constata-se que, além da reducio
do risco de hipovitaminose A, observada em trabalhos
anteriores, os resultados desta pesquisa demonstram
que a suplementacdo da formulagédo a base de flocos
de abobora com inulina exerce benéficos efeitos sobre
o desenvolvimento e crescimento dos ratos, apds
desmame.
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RESUMO

Este estudo avaliou o consumo alimentar habitual de vitamina E em criancas do municipio de Jodo Pessoa,
Nordeste-Brasil. Estudo epidemioldgico transversal, de base populacional, representativo do referido municipio
foi realizado em 170 criancas de idade entre 2 e 10 anos. Foram coletados os dados antropométricos e do
consumo alimentar por meio de Questionario Quantitativo de Frequéncia Alimentar, previamente validado
para a populacdo desse municipio. O consumo de vitamina E foi avaliado pelo software Dietsys 3.0. Observou-
se maior frequéncia de criangas com peso adequado (59,4%), seguido de 20% com obesidade e 13% com
sobrepeso. Houve maior frequéncia de criangas com consumo de vitamina E abaixo da necessidade média
estimada (62,4%). As criangas que apresentaram ingestio adequada de vitamina E consumiram mais iogurte,
tortas e bolos, e aquelas com o inadequado consumiram mais margarina. Na amostra total, os produtos
fonte de vitamina E mais consumidos foram iogurte, waffles, tortas, bolos, batatas fritas, 6leos e margarina.
Conclui-se que >50% das criangas analisadas apresentam baixo consumo de vitamina E, sendo necessaria a
implementagio de estratégias para aumentar a disponibilidade de alimentos menos caléricos, considerando-se
a elevada prevaléncia de obesidade e sobrepeso observada, e mais ricos em vitamina E para essa populacéo.
Palavras-chave. consumo alimentar, vitamina E, criangas, estudo populacional.

ABSTRACT

This study assessed the regular vitamin E-rich food intake by children of Jodo Pessoa, northeast Brazil. A cross-
sectional, epidemiological, and population-based format study was carried out in 170 children aged from 2
to 10 years. Anthropometric data were collected and the food consumption was assessed by the Quantitative
Food Frequency Questionnaire, previously validated for population of this municipality. The vitamin E
consumption was assessed by using Dietsys software 3.0. High frequency of children with adequate weight
was found (59.4%), followed by 20% obese and 13% overweight individuals; and a high frequency of vitamin
E intake below the estimated average requirement (62.4%) was observed. Children who had adequate vitamin
E intake regularly consumed yoghurt, pies and cakes; those with inadequate vitamin E intake habitually
consumed margarine. On the whole, the vitamin E-rich products mostly consumed were yoghurt, waffles,
pies, cakes, potato chips, oils and margarine. In conclusion, >50% of the children showed low vitamin E intake,
thus it will be needed to implement strategies to increase the availability of low calories foods, considering the
high prevalence of obesity and overweight observed, and also the vitamin E-rich foods for this population.
Keywords. food intake, vitamin E, children, obesity, population study.
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INTRODUCAO

O consumo alimentar de criangas tem sido objeto
de estudo de diversas pesquisas, mas, ainda existem
poucos estudos populacionais brasileiros que identifiquem
situacdes alimentares e nutricionais, especificamente no
que se refere a vitaminas e minerais'?.

Observa-se que vém ocorrendo uma reducio
da desnutricio infantil no Brasil** e o aumento da
obesidade, especialmente nas classes mais pobres. Esse
fato mostra-se relevante para a saide publica, uma vez
que predispoe esta faixa etdria a problemas respiratorios,
diabetes mellitus, hipertensio arterial e dislipidemias, além
da maior frequéncia de caréncias nutricionais especificas
em vitaminas e minerais, devido provavelmente ao maior
consumo de alimentos densos e com menos nutrientes, por
serem mais acessiveis a popula¢ao®.

A avaliagdo do consumo alimentar tem um papel
critico na drea de pesquisa em nutri¢io e satude, pois,
estuda a disponibilidade de alimentos, estima a adequagio
da ingestdo dietética de grupos populacionais, investiga
a relagdo entre dieta, saude e estado nutricional, além
de avaliar os programas de suplementacdo alimentar, a
educacio e a intervencdo nutricional””.

O consumo alimentar de uma dieta saudavel ajuda
a prevenir uma ampla gama de doengas, principalmente na
infancia, sugerindo um efeito protetor da dieta quando ha
um consumo adequado de todos os grupos de alimentos,
em especial, de frutas e verduras, fontes de vitaminas e
minerais'®!.

Nesse particular aspecto, a vitamina E ocorre
naturalmente nas frutas, em menor quantidade, e
principalmente, nos vegetais verde-escuros, nas sementes
oleaginosas, nos 6leos vegetais, margarinas e no germe de
trigo, podendo também ser encontrada em alimentos de
origem animal, como gema de ovo e figado'>".

Essa vitamina desempenha uma série de funcoes
no organismo, especialmente como agente antioxidante
e na protecdo contra dificuldades visuais e doencas
cronicas ndo transmissiveis, em particular as doencas
cardiovasculares, enfermidade que vem acometendo cada
vez mais faixas etdrias mais precoces. No que se refere a
este aspecto, a vitamina E previne a peroxidac¢do de acidos
graxos polinsaturados (PUFAs - Polyunsaturated Fatty
Acids) que constituem os componentes estruturais das
membranas'*'.

Sdo escassos estudos representativos de populacdes
de diferentes niveis socioecondmicos sobre o consumo de
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vitamina E em criancas. Diante da importancia da vitamina
E, surge a presente proposta de avaliar o consumo alimentar
habitual infantil e investigar quais os principais grupos de
alimentos, ricos em vitamina E, mais ingeridos por parte
dessa populacio.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho constitui um estudo
epidemiolégico transversal, de base populacional, realizado
no municipio de Jodo Pessoa/PB, para o qual se utilizou
dados de um estudo maior intitulado “Primeiro diagnostico
e intervengdo da situagdo alimentar, nutricional e das
doencas nao transmissiveis mais prevalentes da populagdo
do municipio de Jodo Pessoa/PB” (1°DISANDNT/JP-
2008/2009), desenvolvido pela Universidade Federal da
Paraiba/Brasil.

O referido estudo teve como objetivo efetuar o
mapeamento, na populagio do municipio de Jodo Pessoa,
para todas as faixas etdrias, de padrio do consumo
alimentar habitual, padrdo do consumo alimentar
habitual associado a doengas crdnicas ndo transmissiveis
mais prevalentes, padrio de consumo de alimentos
cariogénicos, pH de placa bacteriana e sua relagdo com a
carie dentaria, caracterizacdo da qualidade dos alimentos
mais consumidos, frequéncia das caréncias nutricionais
especificas (anemia e hipovitaminoses A e C), frequéncia
de obesidade, diabetes, cardiopatias e desnutricdo, e
assisténcia ao usudrio com comportamento de risco e/ou
doengas cronicas degenerativas ja instaladas.

A amostra foi calculada baseando-se em
informagdes fornecidas pela prefeitura do referido
municipio, sobre a variavel renda. Realizou-se uma
amostragem a partir do nimero de quadras estimando-
se o numero médio de residéncias por quadra pela
quantidade de Imposto Predial e Territorial Urbano
(IPTU) fornecida pela prefeitura. Utilizou-se uma
amostragem estratificada'’, com base em informagdes
obtidas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
para classificar os bairros do municipio por renda, o que
resultou em dez estratos. Aplicou-se uma amostragem
sistematica'® para calcular qual seria a razao utilizada
para a escolha das residéncias a serem visitadas em cada
quadra. O fator de sistematiza¢do encontrado foi sete, de
forma que, sorteada e visitada a primeira casa de uma
quadra, as restantes seriam visitadas a cada sete casas.
O total resultou em 722 domicilios sorteados e 2030
individuos encontrados nas residéncias sorteadas.
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As visitas domiciliares e aplicacdo dos questionarios
foram realizadas por equipes de pesquisadores graduandos
do Departamento de Nutri¢do e mestrandos do
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Nutricdo da
Universidade Federal da Paraiba, devidamente treinados
previamente ao inicio da coleta de dados e apds realizagao
do estudo piloto.

Inicialmente foram encontradas 266 criancas
nos domicilios sorteados na faixa etdria de zero a 10
anos de idade nos cinco Distritos Sanitarios delimitados
pela Secretaria de Saude do Municipio, entre agosto
de 2008 a janeiro de 2010. Das 266 criangas, 216 foram
selecionadas, de acordo com o procedimento amostral,
sendo excluidas do estudo as que ndo correspondiam a
faixa etaria delimitada (sendo esta de 2 a 10 anos) (n = 33),
resultando em 183 criancas. Também foram excluidas
aquelas cujos pais desistiram de participar (n =5) e as que
ndo apresentaram dados completos (n = 8), resultando em
um total de 170 criangas selecionadas na faixa etaria de 2 a
10 anos. A crianca selecionada era submetida a avaliagdo
antropométrica (peso e altura) e em seguida eram aplicados
0s questiondrios com os seus responsaveis.

Os responsaveis pelas criancas foram esclarecidos
sobre o projeto, convidados a participar e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme
Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude que
rege as pesquisas envolvendo seres humanos. A presente
pesquisa foi previamente submetida e aprovada pelo Comité
de FEtica do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade
Federal da Paraiba, em protocolo de n° 0493.

Os dados sobre o consumo alimentar foram
coletados por meio de um questiondrio quantitativo
de frequéncia alimentar (QQFA), validado para a
popula¢ao adulta feminina do municipio de Jodo
Pessoa/PB em parceria entre a Faculdade de Saude
Publica da Universidade de Sao Paulo e o Programa
de Pés-Graduagao em Ciéncias da Nutrigdio da UFPB,
utilizando-se um élbum de desenhos de alimentos com
medidas caseiras em porgdes configuradas com base no
peso real do consumo médio de alimentos validados para
essa populacdo, para de forma mais eficaz quantificar
o tamanho das porc¢oes consumidas, minimizando
provaveis variagoes'®?'. Os calculos para quantificar o
consumo de energia e das vitaminas foram realizadas
com o auxilio do software Dietsys 3.0*. Adotou-se como
referéncia para o consumo de vitamina E as necessidades
médias estimadas para a faixa etdria de 2 a 10 anos (EAR -
Estimated Average Requeriment)®.

A partir da coleta e analise dos inquéritos dietéticos
realizou-se uma classificagdo dos principais alimentos
fonte de vitamina E consumidos pelas criangas. A primeira
fonte foi classificada como o alimento que mais contribuiu
para o consumo de vitamina E (em gramas) a partir da
analise com o Dietsys, seguindo o mesmo raciocinio para o
segundo e terceiro alimentos (segunda e terceira fontes). Os
alimentos mais consumidos foram definidos como aqueles
que apresentaram maior frequéncia ao observar as trés
fontes mais consumidas (Tabela 3).

Para avaliacdo do estado nutricional utilizou-se
uma balanca digital (Plenna®), com capacidade de até
150 kg, para aferi¢cdo do peso, e uma fita métrica extensivel
de 2 m de comprimento, fixada numa parede plana sem
rodapé, para afericdo da altura. Esta foi realizada trés
vezes para se obter a média. O Indice de Massa Corporal
(IMC) foi classificado de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude*.

O procedimento estatistico foi realizado com
auxilio do software R*. Os testes estatisticos aplicados
envolveram inicialmente uma andlise parcial dos
dados, esta foi expressa por uma estatistica descritiva
representada pela frequéncia simples dos dados, com a
caracterizacao e descricdo do fendmeno que se desejou
estudar e interpretar. Foram utilizadas medidas de posi¢ao
como de tendéncia central e de dispersdo (média, mediana
e desvio-padrio). Um teste de correlagio foi aplicado para
verificar a existéncia de relacdo entre as variaveis IMC e
consumo de vitamina E. Para verificar essa existéncia,
utilizou-se a Correlagdo ndo paramétrica de Spearman,
devido a ndo normalidade das variaveis. Utilizou-se o teste
do qui-quadrado para verificar associagdo entre consumo
alimentar habitual de vitamina E em criangas nas faixas
etdrias de 2-3 anos, 4-8 anos e 9-10 anos, respeitando-se
as recomendacdes quanto a necessidade média estimada
(EAR - Estimated Average Requeriment)®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ingestdo de alimentos na infancia esta diretamente
associada ao poder de compra da familia, a disponibilidade
dos alimentos, ao conteido nutricional dos alimentos
adquiridos easiniciativas governamentais pararealizacdo de
alimentacgao extradomiciliar, a exemplo da regulamentacéo
da merenda escolar nas escolas publicas. As necessidades
nutricionais da crianca saudavel sdo influenciadas pela
idade, velocidade de crescimento, metabolismo, prética
de atividade fisica e processos infecciosos agudos®™.
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VALORES CRITICOS DIAGNOSTICO NUTRICIONAL

< Percentil 3 < Escore-z -2 BAIXO IMC PARA IDADE

> Percentil 3 e < Percentil 85 > Escore-z -2 e < Escore-z +1 IMC ADEQUADO OU EUTROFICO

> Percentil 85 e < Percentil 97 > Escore-z +1 e < Escore-z +2 SOBREPESO

> Percentil 97 > Escore-z +2 OBESIDADE

IMC = Indice de Massa Corporal

Quadro 1. Valores criticos e diagndstico nutricional para criangas*

Tabela 1. Consumo alimentar habitual de vitamina E segundo IMC e EAR* de criangas com idade entre
dois e dez anos. Jodo Pessoa/PB, Brasil, 2008-2010

Consumo de
Frequéncia de consumo de Vitamina E

Vitamina E (mg/dia)
IMC N (%)
> EAR’ <EAR'
Média (+DP

édia (+DP) N (%) N (%)
Baixo IMC 13 (7,60) 4,80+1,08 5 (38,50) 8 (61,50)
Eutréfico 101(59,40) 6,18+3,00 38 (37,60) 63 (62,40)
Sobrepeso 22 (13,00) 6,64+3,80 10 (45,50) 12 (54,50)
Obesidade 34 (20,00) 6,59+3,21 16 (47,10) 18 (52,90)

Teste de Correlagdo de Spearman: Consumo de vitamina E e IMC (r = 0,1398, p = 0,069), *EAR (Estimated
Average Requeriment - Necessidade média estimada), IMC: Indice de Massa Corporal, N: niimero de
individuos

Tabela 2. Consumo alimentar habitual de vitamina E em crian¢as com idade entre dois e dez anos segundo
as Necessidades Médias Estimadas (EAR)*. Jodo Pessoa/PB, Brasil, 2008-2010

Consumo VitaminaE  Necessidade Média Frequéncia de Consumo de

. Esti itamina E
Faixa Btiria N (mg/dia) stimada Vitamina
255 5 . > EAR’ < EAR’
Média (+DP) EAR’ (mg/dia) N (%) N (%)
2-3 anos 36 7,1812,63 5 21 (58,33) 15 (41,67)
4-8 anos 94 6,24+2,63 6 38 (40,43) 56 (59,57)
9-10 anos 40 7,64+4,17 9 10 (25,00) 30 (75,00)

X, =>p = 0.013, existem diferencas significativas nas sequéncias, ou seja, existe associagdo entre idade
e consumo de vitamina E; *EAR (Estimated Average Requeriment - Necessidade média estimada),
DP: Desvio-Padrdo, N: niimero de individuos

Atualmente, observa-se um maior consumo de alimentos com IMC adequado apresentaram maior frequéncia de

ricos em calorias e pobres em nutrientes, contribuindo,
junto ao sedentarismo, para o aumento da prevaléncia da
obesidade, independentemente da faixa etdria.

No presente estudo, em relagdo as caracteristicas
antropométricas, o Indice de Massa Corporal (IMC) médio
foi de 16,76 kg/m’, observando-se maior propor¢io de
criangas com IMC adequado (59,4%), seguido de 20% com
obesidade e 13% com sobrepeso (Tabela 1). As criancas
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consumo de vitamina E abaixo das necessidades médias
estimadas para essa faixa etdria (62,4%) seguido das com
baixo IMC (61,5%).

Embora ndo encontrou-se no presente estudo
relagdo entre consumo de vitamina E e IMC (r = 0,1368;
p>0,05), sabe-se que alimentos fonte desse nutriente sdo
altamente energéticos e podem, portanto, contribuir para
o aumento de peso. O consumo excessivo de energia em
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relagdo ao seu gasto pode promover obesidade na infancia’.
Nas recomendacdes alimentares para as criangas inclui-
se ndo somente a restricio do consumo de alimentos
energeticamente densos” como também a oferta de uma
variedade maior de alimentos que sejam de baixa densidade
energética® como prevengao do sobrepeso e obesidade.

Apesar de sua importancia, ainda sdo escassos no
Brasil dados sobre o consumo alimentar pela populagio
em geral, estado nutricional e o conteido de vitamina E
nos alimentos produzidos no Pais, independentemente da
faixa etdria, evidenciando a importincia e a necessidade de
estudos relacionados a essa vitamina®.

Na Tabela 2, pode-se observar que criangas na
faixa etaria de 9 a 10 anos apresentaram consumo médio de
vitamina E inferior a necessidade média estimada (EAR -
Estimated Average Requeriment). Do total dessa faixa etaria,
75% apresentaram baixo consumo dessa vitamina. Nas
criangas de 4-8 anos, apesar do consumo médio apresentar-
seadequado, ou seja, semelhante a EAR, 59,57% das criangas
tiveram baixo consumo de vitamina E. Ressalta-se, portanto,
um consumo inadequado dessa vitamina nas criancas de 4 a
10 anos e na amostra total de 59,41%.

O suprimento de vitaminas como riboflavina,
niacina, tiamina, folato, vitamina C, como também
para vitamina E, objeto deste estudo, pode ser baixo
em algumas populagdes, no entanto nao ha evidéncia
de beneficio da indicagdo de suplementagido dessas

vitaminas de forma rotineira®, e sim recomendagido de
uma alimentacio equilibrada.

Devido a escassez de pesquisas sobre o consumo
de vitamina E em criangas no Brasil, torna-se dificil
comparar as frequéncias de consumo encontradas no
presente estudo, levando em considerac¢io as caracteristicas
diferenciadas das amostras, bem como as diferentes
metodologias empregadas. Logo, como complemento do
tema, serdo apresentados resultados de estudos realizados
em outros paises. Consumo inadequado de vitamina E foi
alvo de observacéo em estudo realizado na Alemanha com
criangas e adolescentes com idades entre 6-17 anos, sendo
um dos nutrientes mais criticos®’. Coreanos com idade
entre 2 e 6 anos também apresentaram baixo consumo
de vitamina E, onde 67% consumiam menos do que as
recomendagdes coreanas de ingestio de vitamina E, e
77% tinham consumos de alfa-tocoferol menores que as
necessidades estimadas dos E.U.A./Canada®.

Observa-se na Tabela 3 que as principais fontes
alimentares de vitamina E para as criancas que apresentaram
consumo adequado foram: iogurte na faixa etdria de 2 a 3
anos, iogurte, tortas e bolos na faixa etdria de 4 a 8 anos
e tortas e bolos para a faixa etdria de 9 a 10 anos. Ja para
aquelas criangas com consumo de vitamina E abaixo da
necessidade média estimada (EAR - Estimated Average
Requeriment) os alimentos fonte mais consumidos foram:
iogurte (2-3 anos), margarina (4-8 anos) e margarina,

Tabela 3. Principais alimentos fonte de vitamina E consumidos por criangas com idade entre dois e dez anos. Jodo Pessoa/PB, Brasil, 2008-2010

Consumo Adequado de vitamina E

Consumo Inadequado de vitamina E

> EAR <EAR
Idade
Mais Mais
12 Fonte 22 Fonte 32 Fonte i 12 Fonte 22 Fonte 32 Fonte )
consumidos consumidos
2-3 anos . waftles e iogurte, . . iogurte, leite . .
iogurte o iogurte iogurte . iogurte iogurte
(n=36) panquecas  batata frita e dleos e margarina
4-8 anos iogurte, tortas . iogurte, . . . .
iogurte tortas e bolos margarina ~ margarina iogurte margarina
(n=94) e bolos tortas e bolos
. , margarina,
9-10 anos  iogurte, Oleos,  tortase waffles e tortas e . -
margarina  tortas e bolos  biscoitos  tortas, bolos
(n=40) tortas e bolos bolos panquecas bolos .
e biscoitos
Mai waffles,  iogurte, batata frita,  iogurte,
ais , . . . .
. iogurte iogurte,  6leos, tortas, bolos tortas e margarina ~ margarina iogurte margarina
consumidos
tortas e bolos e waffles bolos

Fonte: Dietsys 3.0 22

EAR (Estimated Average Requeriment — Necessidade média estimada)
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tortas, bolos e biscoitos (9-10 anos). Portanto, as criancas
que apresentaram um consumo de vitamina E adequado
consumiram mais iogurte, tortas e bolos como fonte dessa
vitamina, ja as que apresentaram consumo inadequado
consumiram mais margarina. Na amostra total os produtos
fonte de vitamina E mais consumidos foram iogurte,
waffles, tortas e bolos, batatas fritas, 6leos e margarina.

No Brasil, os dados dos ultimos levantamentos
de disponibilidade domiciliar de alimentos, incluidos na
Pesquisa de Or¢amento Familiar, mostram o consumo
de alguns alimentos fonte, sem quantificar o teor de
vitamina E ingerido pela populagio em geral”. Em
estudos analisados por Guinazi** com adultos brasileiros
observou-se consumo expressivo de alimentos fonte de
vitamina E, como ovos e 6leos (4,3 e 7,5 kg/per capital
ano, respectivamente), e, entretanto, quanto ao consumo
de hortalicas folhosas observou-se uma média didria
de apenas 7,7 g, o que corresponde a 2,8 kg/per capita/
ano. Por outro lado, Nilson e Piza* relataram um baixo
consumo de vitamina E pela populacéo brasileira.

Nos Estados Unidos, os alimentos que fornecem
o major percentual de vitamina E ingerida pelas criancas
de 2 a 18 anos sdo margarina, o grupo dos bolos, paes e
biscoitos, nozes, tomates, 6leos, batata do tipo chips, leite
e ovos, com uma contribuigdo variando de 3,9% a 10,7%
da ingestdo diaria dos alimentos consumidos™.

Considerando que em situa¢des de caréncias
nutricionais especificas o consumo de micronutrientes
em baixa concentracdo ja é suficiente para reverter
este estado de caréncia e que a suplementagio com
micronutrientes atualmente é vista com muita prudéncia,
por parte dos especialistas, devido aos efeitos colaterais
nocivos provocados principalmente por suplementos
em altas concentracdes, se faz pertinente, em casos de
necessidades de suplementos, estudos aprofundados
sobre o risco-beneficio, além de ser importante deixar
opcdo de escolha para a populacio quanto ao consumo
de alimentos, disponibilizando no mercado os mesmos
produtos de forma enriquecida e ndo enriquecida.

A vitamina E apresenta efeitos positivos, tanto
para a saide humana quanto para a qualidade nutricional
dos alimentos, e a sua utilizagdo na industria alimenticia
como antioxidante parece ser uma estratégia eficaz para
o aumento da ingestao diaria desse micronutriente. Os
alimentos que possuem alto teor de gordura, como o leite
e a margarina, ou aqueles que sio comumente ingeridos
com outros alimentos ricos em gordura, podem ser,
preferencialmente, fortificados com vitamina E por
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propiciarem maior absorgao desse nutriente® e indicados
para populagdes com baixo consumo.

CONCLUSAO

Os resultados sobre o padrio de consumo
alimentar da populagdo infantil brasileira apontam para
uma situagao de “risco alimentar e nutricional” e exigem
uma intervencao por parte dos profissionais de saude
para a promocéo da alimentagdo saudavel*”*.

No presente estudo, observou-se que mais da
metade da populacdo infantil estudada apresenta um
baixo consumo de vitamina E, sinalizando a necessidade
de estratégias quanto ao aumento da disponibilidade de
alimentos menos densos em calorias e mais ricos em
vitamina E para essa populacio.
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RESUMO

No presente estudo foram avaliadas as concentragdes de ions fluoreto em amostras de dgua destinada
ao consumo humano em um municipio com diferentes sistemas de abastecimento publico. Em 139
amostras coletadas no ponto de entrada das edificagdes, no periodo de 2003 a 2007, foram determinadas
as concentragdes de ions fluoreto por meio de eletrodo combinado seletivo para flior. As concentragoes
em conformidade com o padrio estadual (0,6 a 0,8 mg/L) foram detectadas em 87 (62,6%) amostras e as
proporgdes de conformidade aumentaram de 46,9% para 71,9% durante o periodo do estudo. As variagdes
consideraveis nessas propor¢des, assim como nas concentracbes minimas e maximas, foram verificadas tanto
em um mesmo sistema bem como entre diferentes sistemas de abastecimento de agua. Os dados obtidos
neste estudo indicam a necessidade de elaboragdo de planos de amostragem individualizados para cada
sistema ou, ainda, a implanta¢do de outra estratégia para efetuar o monitoramento da fluoretagdo da agua
em municipios com diferentes sistemas publicos de abastecimento de d4gua para consumo humano.
Palavras-chave. dgua, sistema de abastecimento, {ons fluoreto, monitoramento.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the concentrations of fluoride ions in water samples for human consumption
in a city with different public supply systems. A total of 139 samples collected at the entry point of the
buildings in the period from 2003 to 2007 were analyzed for determining fluoride ions concentrations using
selective combined electrode for fluoride. Concentrations in compliance with the State standard criteria
(0.6 to 0.8 mg/L) were detected in 87 (62.6%) samples, and the proportions of compliant results increased
from 46.9% to 71.9% during this study period. Considerable variations in these proportions, as well as in
the minimum and maximum concentrations were found in both samples from the same system and from
different systems of water supply. These findings indicate the need for developing the sampling plans for each
system or even another strategy for monitoring the water fluoridation in cities with different public systems
of water supply for human consumption.

Keywords. water, supply system, fluoride ions, surveillance.
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INTRODUCAO

A cérie dentaria é uma doenca que afeta a maioria
da populacio e é caracterizada pela destrui¢do do esmalte
dentario devido a perda de calcio e fosfato promovida
pela interagdo de bactérias, componentes salivares e
carboidratos da dieta. Esse processo de desmineralizacao
pode ser limitado e/ou revertido pelo flior, um elemento
amplamente distribuido na natureza em combinag¢ao com
outros elementos e presente na forma de ions fluoreto
em solugdes aquosas. A adi¢do controlada de compostos
fluoretados na agua destinada ao consumo humano
(fluoretacdo) é uma das mais importantes medidas de
prevencdo da carie dentaria, devido a sua seguranca,
baixo custo e abrangéncia populacional'?.

A fluoretagdo da agua dos sistemas publicos
de abastecimento passou a ser obrigatéria no Brasil
na década de 70 % As normas e padrdes nacionais
para a fluoretagdo da agua dos sistemas publicos
de abastecimento destinado ao consumo humano
foram estabelecidos em 1975, sendo a concentracio
recomendada de ion fluoreto definida de acordo com
as médias das temperaturas maximas anuais de cada
regido do Brasil’. No Estado de Sao Paulo, o teor ideal
estabelecido foi de 0,7 miligramas de flior por litro
(mg/L), sendo consideradas dentro do padrdo de
potabilidade as aguas contendo concentragdes dentro
da faixa de 0,6 a 0,8 mg/L*. O sucesso da fluoretagao
da agua de abastecimento como medida de saude
publica depende da adicio e manuten¢ido permanente
das concentra¢oes de ions fluoreto dentro dos padroes
estabelecidos para o controle da carie e prevencio da
fluorose dentaria 2.

Um sistema de abastecimento de agua para
consumo humano ¢é definido como: “instalacdo
composta por um conjunto de obras civis, materiais e
equipamentos, destinada a producio e a distribuicio
canalizada de agua potavel para populagdes, sob
a responsabilidade do poder publico, mesmo que
administrada em regime de concessao ou permissao™.
As normas nacionais estabelecem que, além do controle
de qualidade da agua efetuado de forma continua
pelo fornecedor de agua, as autoridades de saude
de cada municipio e Estado devem desenvolver um
conjunto de agdes para verificar o atendimento dos
padroes de qualidade estabelecidos °. No Estado de
Sao Paulo, essas a¢des sdo desenvolvidas dentro do
Programa de Vigilancia da Qualidade da Agua para o

Consumo Humano (PROAGUA), cujos dados sobre o
monitoramento das concentragbes de fons fluoreto tém
indicado a existéncia de dificuldades na manutencéo
dos niveis dentro do padrdo estabelecido®’. Estudos
realizados por institui¢oes académicas do Estado de
Sao Paulo também tém identificado tal dificuldade em
varios municipios 1°.

O Instituto Adolfo Lutz — Centro de Laboratoério
Regional de Marilia, um 6rgao integrante do Sistema
de Vigilancia do Estado de Sao Paulo, é responsavel
pela execugdo das analises de agua consumida pela
populacdo de diversos municipios da regidao centro-
oeste do interior paulista. O tipo e quantidade de
sistemas de abastecimento existentes em cada municipio
sdo variados e um mapa da rede de distribuicdo de cada
sistema de um desses municipios esta disponibilizado na
rede mundial de computadores. Dessa forma, o presente
estudo foi desenvolvido para avaliar as concentragdes
de ions fluoreto detectados em amostras de agua
submetidas as analises da vigilancia da qualidade de
acordo com o sistema de abastecimento que atende os
bairros onde estdo localizadas as edificagdes escolhidas
para a coleta.

MATERIAL E METODOS

O municipio estudado esta localizado na regiao
centro-oeste do Estado de Sao Paulo, conta com mais
de 200.000 habitantes e tem temperatura média anual
de 20 °C. Os sistemas de abastecimento de agua estdo
sob a responsabilidade de um 6rgao municipal e captam
agua de manancial superficial (um rio e trés represas) e/
ou poco tubular profundo (P). Dentre os sete sistemas
existentes no municipio, dois sdo constituidos por
estagdes de tratamento de aguas (E1 e E2), um por uma
estacdo e um poco (E1 - P1) e quatro por um ou mais
pogos (P2, P3, P4 e P5-8), sendo que as aguas derivadas
dos mesmos foram armazenadas em nove diferentes
reservatdrios. O tratamento da agua nas estagdes inclui
a aeracdo, floculagdo, decantagio, filtragdo, desinfeccio,
fluoretagdo e corre¢ao do pH, enquanto nos pogos sio
feitas apenas a fluoretacio e a desinfeccéo.

As amostras de dgua coletadas mensalmente nos
pontos de entrada das edificacdes (cavalete) por técnicos
da Vigilancia Sanitaria Municipal foram transportadas
até o laboratério em caixa isotérmica contendo gelo,
armazenadas a 7 °C por no maximo quatro dias e
submetidas & determinagdo da concentra¢ido de ions
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Tabela 1. Concentrag¢des de ions fluoreto nas amostras de dgua destinada ao consumo humano em municipio
da regido centro-oeste do Estado de Sdo Paulo de acordo com o ano de coleta

Tons fluoreto (mg/L)

Ano n <0,6 0,6 - 0,8 > 0,8

n % n % n %
2003 32 10 31,3 15 46,9 7 21,9
2004 23 5 21,7 16 69,6 2 8,7
2005 17 6 35,3 10 58,8 1 5,9
2006 35 12 34,3 23 65,7 - -
2007 32 7 21,9 23 71,9 2 6,3
Total 139 40 28,8 87 62,6 12 8,6

* Concentragdes em conformidade com o padrao estabelecido pela legislagio

Tabela 2. Concentragdes de fons fluoreto detectadas em amostras de dgua destinada ao consumo humano de acordo com o sistema de
abastecimento de um municipio da regido centro-oeste do Estado de Sdo Paulo

Sistema Amostras Concentragdes minimas e maximas (mg/L)
n Padrao* % 2003 2004 2005 2006 2007
Estagio de tratamento
El 15 5 33,3 0,1-1,1 0,6 0,5-1,0 0,04 - 0,7 0,5-0,8
E2 23 14 60,9 0,7-1,1 0,4-0,6 0,5-0,7 0,5-0,7 0,6 - 0,7
Estacdo de tratamento e Pogo
Tubular Profundo (Reservatorios)
E1-P1(A) 19 13 68,4 0,6 -1,2 0,8 0,6 - 0,7 0,5-0,7 0,3-0,9
E1-P1(B) 13 9 69,2 0,5-0,8 0,6 -0,9 0,7 0,2-0,7 0,6 - 0,9
El1-P1(C) 27 24 88,9 0,7-0,8 0,6 -0,9 0,7-08 0,6 - 0,8 0,3-08
Pogo Tubular Profundo
P2 15 12 80,0 0,5-0,7 0,6 - 0,7 0,5-0,8 0,5-0,7 -
P3 6 4 66,7 0,6 0,4 - 0,5-0,7 0,6
P4 12 4 33,3 0,3-0,6 - - 0,5 0,6
P5-8 9 2 22,2 0,7 0,4 - 0,6 0,5 0,4 - 0,5 0,4

* Concentragoes em conformidade com o padrio estabelecido pela legislagio estadual (faixa de 0,6 a 0,8 mg/L)

fluoreto pelo método potenciométrico com eletrodo RESULTADOS

combinado seletivo para flior (Digimed, Modelo

DEI-FL2), conforme procedimento padronizado .

As informagdes contidas nas fichas de coleta
das amostras de agua e os resultados das analises
laboratoriais foram compilados em uma planilha no
Programa Microsoft Office Excel 2003. Os bairros
correspondentes a cada um dos enderegos registrados
foram confirmados e/ou identificados por consulta a
uma lista de logradouros e os sistemas de abastecimento
de cada bairro foram determinados por consulta ao
mapa de setorizagdo do municipio disponivel na rede
mundial de computadores.
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A identificacdo do sistema de abastecimento
correspondente foi possivel para 139 amostras de agua
analisadas no periodo de 2003 a 2007. Como pode ser
observado na Tabela 1, concentracdes de ions fluoreto
em conformidade com o padrio estabelecido (0,6 a 0,8
mg/L) foram detectadas em 87 (62,6%) amostras e as
proporgdes de amostras contendo estes niveis passou
de 46,9% em 2003 para 71,9% em 2007. Concentragdes
inferiores e superiores ao padrdo foram detectadas,
respectivamente, em 40 (28,8%) e 12 (8,6%) amostras.
Ao longo do periodo, as propor¢des de amostras com
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menos de 0,6 mg/L variaram de 21,7 a 35,3%, enquanto
concentragdes superiores a 0,8 mg/L foram verificadas
em 5,9 a 21,9% das amostras.

A Tabela 2 apresenta as propor¢oes de amostras
com concentragdes de ions fluoreto em conformidade
com o padrdo estabelecido, assim como as variacdes
entre as concentragdes minimas e maximas, detectadas
de acordo com o sistema de abastecimento. Apenas
33,3% das amostras provenientes da E1, mas 60,9%
das amostras da E2, apresentaram concentragdes
em conformidade com o padrdo. A propor¢do de
conformidade variou de 68,4 a 88,9% para as amostras
de um mesmo sistema (E1 - P1) de acordo com o local
de armazenamento da agua (reservatdrios A, B e C).
Nos sistemas constituidos por pocos, as proporc¢des
variaram de 22,2 (P5 - 8) a 80,0% (P2), sendo que o
namero de amostras analisadas de dois sistemas (P3 e
P5-8) foi inferior aos demais. Grandes variagdes entre
as concentragdes minimas e maximas de ions fluoretos
ocorreram principalmente no sistema E1 em 2003
(0,1 a 1,1 mg/L) e em 2006 (0,04 a 0,7 mg/L). Estas
concentra¢des foram mantidas em conformidade com
o padrdo em mais de um ano estudado (2003, 2005 e
2006) apenas entre as amostras derivadas do sistema E1
- P1 armazenadas no reservatdrio.

DISCUSSAO

A manuten¢io das concentracbes de ions
fluoreto na agua destinada ao consumo humano dentro
dos padroes adequados é fundamental para a prevencio
da cérie e da fluorose dentaria>. O controle didrio e o
monitoramento pelo menos mensal dessas concentracdes,
realizados respectivamente pela instituicdo responsavel
pelo abastecimento publico de agua e por instituicdo
governamental, sao recomendagdes emitidas pelas
autoridades em satde publica dos Estados Unidos
da América do Norte'>. No Estado de Sao Paulo, o
monitoramento laboratorial realizado dentro do
PROAGUA no periodo 1997-2003 mostrou um aumento
da propor¢ao de amostras de agua com niveis de ions
fluoreto em conformidade com o padrio estabelecido de
54,1% para 67,7%’. No presente estudo de um municipio
da regiao centro-oeste do interior paulista, também foi
constatado um aumento nesta propor¢do no periodo
2003-2007 (46,9% para 71,9%) e este resultado corrobora a
importanciadasagdes de vigilancia para o desenvolvimento
de uma importante medida em saude publica.

As agoes envolvidas na vigilancia da qualidade
da 4gua destinada ao consumo humano sao de grande
complexidade e abrangéncia, sendo a elaboragdo de
planos de amostragem particularmente dificil >'.
Segundo as normas nacionais, as amostras devem ser
coletadas em pontos de maxima representatividade da
agua fornecida a populagéo e com distribui¢ao uniforme
ao longo do periodo, assim como em quantidade
estatisticamente definida . Embora a quantidade
de amostras analisadas possa ser considerada uma
limitacdo do presente estudo, as concentra¢des minimas
e maximas de ions fluoreto detectadas revelaram a
existéncia de algumas variagdes consideraveis em um
mesmo e entre diferentes sistemas de abastecimento,
sendo mais comum a concentra¢do minima nao estar de
acordo com a legislagdo. Embora nao exposta ao risco
de fluorose dentaria, a populacido desse municipio pode
ter sido privada dos beneficios totais do flior na agua
para consumo humano.

Os resultados do presente estudo indicam a
necessidade de elaboragdo de planos de amostragem
individualizados para cada sistema de abastecimento de
agua existente, mas essa pratica demandaria infraestrutura
e capacidades instaladas geralmente inexistentes a
nivel municipal e/ou estadual. Considerando que o
flior nao ¢ dissipado ou acumulado ao longo da rede
de distribui¢ao'¥, uma estratégia operacionalmente
mais viavel para a vigilancia das concentragdes de
ions fluoreto na agua destinada ao consumo humano
poderia ser a analise de amostras coletadas nos locais
de adi¢do dos compostos fluoretados e em pontos finais
de consumo da agua de cada sistema. Como sugerido
pela Organizagdo Mundial da Saude', as analises
laboratoriais destinadas a vigilancia poderiam ser
realizadas com as mesmas amostras de agua coletadas
pelo operador do sistema quando do controle de
qualidade da fluoretagdo e os resultados comparados
por unidades laboratoriais distintas.

A operagio e manutengio adequadas dos
equipamentos utilizados no processo de fluoretagdo sdo
fundamentais para garantir o fornecimento continuo
de 4gua com concentragdes 6timas de ions fluoreto'.
Dessa forma, a detec¢do, prevencdo e eliminacio de
fatores reais ou potenciais que podem comprometer esse
fornecimento dependem essencialmente do controle de
qualidade efetuado pelo fornecedor de agua a populagao.
De acordo com a legislagdo nacional, o responsavel pela
operacdo de sistema de abastecimento deve fornecer a
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todos os consumidores informag¢des sobre a qualidade
da agua, inclusive os resultados das andlises laboratoriais
de controle”. Além da otimizacdo da vigilancia, o
cumprimento dessa medida legal também poderia
contribuir consideravelmente na melhoria da qualidade
da agua destinada ao consumo humano.

CONCLUSAO

O presente estudo corrobora com a importancia
do monitoramento constante das concentracdes de
ions fluoreto na agua destinada ao consumo humano
por instituicdo governamental para a melhoria da
prevencio da cérie e da fluorose dentaria, assim como
indica a necessidade de elaboracdo de estratégia
operacionalmente vidveis para o monitoramento da
fluoretagio da agua em municipios com diferentes
sistemas publicos de abastecimento de agua para
consumo humano.
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RESUMO

A manga Ubd é uma fruta de custo reduzido, amplamente cultivada na Zona da Mata Mineira e muito
apreciada pelos consumidores. Com o objetivo de avaliar o contetido de antioxidantes naturais ao longo
do amadurecimento da fruta, este trabalho quantificou o conteudo de p-caroteno e vitamina C total
(acido ascorbico-AA e dcido desidroascorbico-ADA) na fruta in natura em trés estddios de maturagio:
verde, parcialmente madura e madura. As anélises foram feitas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). O contetdo médio de P-caroteno foi maior na manga madura, seguido pela manga
parcialmente madura e manga verde. Para AA e vitamina C total, ao contrario, observou-se maior
conteudo na manga verde, seguido pela fruta parcialmente madura e menor contetido na manga verde.
Para ADA nio foi observada diferenca entre os estadios de maturagdo. A manga Uba apresentou-se
como uma excelente fonte de antioxidantes naturais, com teores de p-caroteno e vitamina C superiores
aos comumente encontrados em outras variedades de manga, o que pode contribuir para atender boa
parte das necessidades didrias de vitaminas A e C.

Palavras-chave. Acido ascérbico, acido desidroascérbico, f-caroteno, manga, estddios de maturagio, CLAE.

ABSTRACT

Uba Mango is a fruit of low cost, widely grown in the Forest Area (Zona da Mata Mineira) — Minas Gerais,
Brazil, and it is highly appreciated by consumers. To evaluate the natural antioxidants contents during the
ripening of this fruit, the present study quantified the contents of -carotene and total vitamin C (ascorbic
acid - AA and dehydroascorbic - DHA) in fresh fruit at three ripening stages: unripe, partially ripe and ripe.
Analyses were carried out by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The average contents
of B-carotene were higher in ripe mango followed by partially ripe mango, and the unripe mango showed
the lowest contents. On the contrary, the highest AA and total vitamin C contents were found in unripe
mango, followed by the partially ripe fruit and ripe mango. No difference in DHA contents was found among
the mango ripening stages. The Uba Mango showed to be a rich source of natural antioxidants, containing
B-carotene and vitamin C contents higher than those commonly found in other varieties of mango, and
being suitable to provide the daily requirement of vitamins A and C.

Keywords. ascorbic acid, dehydroascorbic acid, B-carotene, mango, stages of ripening, HPLC.
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INTRODUCAO

Evidéncias cientificas apontam que a mudanca nos
hébitos alimentares, com o incremento no consumo de
frutas, hortaligas e graos, constitui-se em uma estratégia
importante para reduzir a incidéncia de doengas cronicas.
Esses alimentos sao fonte de antioxidantes naturais, como
0 ﬁ—caroteno e vitamina C, os quais atuam como agentes
de prevencéo'.

O B-caroteno ¢ um pigmento que possui atividade
provitaminica A e contribui expressivamente com a
adequagdodoconsumodevitamina A, ja que essavitamina
¢ encontrada apenas em produtos de origem animal. A
vitamina C, por sua vez, é um termo utilizado para todos
os componentes que exibem atividade bioldgica de acido
L-ascorbico (AA). O AA é reversivelmente oxidado a
acido L-desidroascérbico (ADA), que também exibe
atividade bioldgica. Ambos 0os componentes, vitamina C
e B-caroteno, sao efetivos na protecdo do DNA, do LDL e
das proteinas contra o dano oxidativo®.

A manga Uba (Mangifera indica L. var. Uba) é
uma fruta de custo reduzido e amplamente cultivada na
Zona da Mata mineira. Algumas vantagens fundamentais,
tais como sua polpa macia, firme, doce, suculenta e quase
sem fibras; a manuten¢ido da colora¢do amarelo-claro
apos o processamento; a viscosidade apropriada para
0 consumo; e a conservacao do flavor a tornam muito
utilizada na industria de sucos naturais e também muito
apreciada pelos consumidores®.

Alteragdes no conteudo de vitaminas e carotenoides
em frutas podem ocorrer devido a diferentes condigoes
de cultivo e a medida em que ocorre o amadurecimento®.
A preferéncia dos consumidores quanto ao estadio de
maturacao de mangas é um fator que provavelmente afeta
o nivel de ingestdo dietética de 3-caroteno e vitamina C.

Em relagdo a manga Ub4, ndo existem estudos
que relatam a magnitude da variacdo do contetido de
carotenoides e vitamina C ao longo de sua maturagio.
Assim, este trabalho investigou o contetido de f-caroteno
e vitamina C total (AA e ADA) de manga Uba em trés
estadios de maturagéo.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima, caracterizagio dos estadios de
maturagio e preparo das amostras

As mangas (Mangifera indica L. var. Uba) foram
coletadas manualmente, em janeiro de 2006, de uma
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plantagao comercial localizada no municipio de Visconde
do Rio Branco, na Zona da Mata Mineira. Essa regido
possui clima tropical tipico, com temperatura média
anual de 23,9 °C e altitude de 352 m.

Trés estddios de maturacdo da fruta foram
definidos de forma subjetiva (coloragao da casca e polpa)®
edeacordo com o teor de sélidos soluveis totais. O estadio
de maturacido verde foi considerado para cor da casca
100% verde e cor da polpa em tom creme. O teor de s6lidos
soluveis para a manga verde variou de 7,9 a 9,9 °Brix. Para
a manga Uba caracterizada como parcialmente madura,
a casca apresentou-se 50% verde-claro/amarelo com
alguns pontos pretos. A polpa apresentou cor amarela
e o teor de sdlidos soltveis variou de 13,5 a 19,2 °Brix.
Para a manga madura, foi considerada cor da casca
100% laranja com muitos pontos pretos e cor da polpa
laranja. O teor de sdlidos soltveis variou entre 20,6 a
24,3 °Brix. A determinagdo dos sélidos soldveis totais
foi feita por meio de um refratdbmetro manual (LEICA,
modelo AR-200 DIGITAL), sendo a amostra macerada
manualmente e uma aliquota do extrato utilizada para a
leitura expressa em graus Brix.

Foram analisadas quatro unidades amostrais para
cada estadio de maturacéo. As frutas foram despolpadas,
homogeneizadas e 1 g e 3 g de polpa foram utilizados para
analise de vitamina C e B-caroteno, respectivamente.

Determinagao de p-caroteno

Para extracdo de p-caroteno, a amostra foi
misturada com 60 mL de acetona (Proquimius, Brasil)
refrigerada. O material foi filtrado a vacuo em funil de
biichner utilizando-se papel de filtro. Em seguida, o
filtrado foi transferido para um funil de separagao, onde
foram adicionados 50 mL de éter de petroleo refrigerado,
para a transferéncia dos pigmentos da acetona para o éter.
Cada fragao foi lavada com agua destilada 3 vezes para
retirar toda a acetona. A concentra¢io do material foi feita
por evaporacio do extrato em éter de petrdleo usando
evaporador rotativoem temperaturade 35 °C. Os pigmentos
foram, entéo, redissolvidos em quantidade conhecida de
éter de petrdleo (25 mL) e armazenados em frascos de
vidro &mbar a 5 °C, até a analise®. Uma aliquota de 2 mL da
amostra foi seca em nitrogénio liquido e ressuspensa em
igual volume de acetona. Posteriormente, este material foi
filtrado em unidades filtrantes com 0,45 um. A fase mével
usada foi uma solugdo de metanol (Tedia, USA), acetato
de etila (Mallinckrodt, USA) e acetonitrila (Tedia, USA)
(50:40:10), a um fluxo de 1,5 mL/minuto, em gradiente
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isocratico. O tempo de corrida foi de aproximadamente
9 minutos’. O valor de vitamina A foi calculado segundo
as recomendacdes do Institute of Medicine®, em que
1 Equivalente de Atividade de Retinol (RAE) equivale a 1
ug de retinol ou 12 pg de p-caroteno. Para a extragdo, foram
utilizados reagentes com grau de pureza para analise.

Determinagio de vitamina C

As condi¢des para extracio e quantificagio da
vitamina C foram baseadas em Campos et al.’. Aliquotas
de polpa de manga foram homogeneizadas em 15 mL de
solu¢do extratora contendo 3% de acido metafosférico
(Merck, Alemanha), 8% de 4cido acético (Vetec, Brasil),
0,3 N de 4cido sulfarico (Mallinckroat, USA) e 1 mM de
EDTA, sendo a amostra triturada em microtriturador por 5
minutos. O material foi filtrado e diluido com agua ultrapura
para um volume de 25 mL. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a uma velocidade de 4000 rpm (1789 g; raio do
rotor igual a 100 mm) durante 30 minutos e o sobrenadante
foi acondicionado, em frascos ambar, sob refrigeracdo até o
momento da andlise. A reducido do ADA a AA foi realizada
conforme metodologia proposta por Campos et al.’, sendo o
conteido de ADA calculado por diferenca entre o contetido
de vitamina C total (apds reducio do ADA) e o contetido de
AA inicial. Uma aliquota do extrato foi filtrada em unidades
filtrantes. A fase moével foi composta por agua ultrapura
contendo 1 mM de fosfato de s6dio monobasico (Synth,
Brasil), 1 mM de EDTA e pH ajustado para 3,0 com acido
fosforico (Proquimios, Brasil). O fluxo foi de 1,0 mL/minuto
e o tempo de corrida de, aproximadamente, 5 minutos.

Condigdes cromatograficas

As andlises foram feitas utilizando sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
Shimadzu, munido de bomba de alta pressdo, modelo
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LC-10AT VP; injetor automatico com loop de 50 pL,
modelo SIL-10AF; detector de arranjo de diodos modelo
SPD-M10A; software Multi System modelo Class VP 6.12,
para controle de até 4 sistemas; coluna cromatografica
Phenomenex ODS (C18), 4 mm x 3 mm para andlise
B-caroteno e coluna Lichospher (Merck, Alemanha),
100 RP-18, 250 x 4 mm para anélise de vitamina C.

Os cromatogramas foram obtidos a 450 nm para
analise de B-caroteno e a 245 nm para analise de vitamina
C. A identificagdo dos componentes nas amostras de
manga foi feita comparando-se os tempos de retengao
obtidos para os padrdes e para as amostras, analisados
sob as mesmas condi¢des e por co-cromatografia. Além
disso, foram comparados os espectros de absorcao dos
padrdes e dos picos de interesse nas amostras, utilizando
o detector de arranjos de diodos.

A construgdo das curvas analiticas de f-caroteno
(R*=0,99) e AA (R*=0,99) foi realizada de acordo com a
concentracido dos componentes nas frutas. Para construciao
das curvas analiticas utilizou-se padroes comerciais de
AA (Vetec, Brasil) e B-caroteno (Basf, Brasil).

Analise Estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com trés tratamentos (estadios de maturacdo)
e quatro repeticdes. Aplicou-se a Andlise de Variancia
(ANOVA) e o Teste de Duncan para verificar a diferenca
entre os tratamentos realizados (p < 0,05).

RESULTADOS

As condicoes de extracdo e analise utilizadas
resultaram em completa resolu¢io dos componentes
analisados, o que permitiu uma quantificaciao confiavel
de B-caroteno e AA (Figura 1).

T T T T T T T T
0 0.5 1.0 15 20 25 30 35 4.0 45 5.0

Tempo de reteng¢ao (min)

Figura 1. Perfil cromatografico tipico da analise de B-caroteno e dcido ascérbico (AA) em manga Ubda. Condigoes

cromatogréficas: descritas em Material e Métodos
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Tabela 1. B-caroteno, RAE (Equivalente de Atividade de Retinol), 4cido ascorbico (AA), acido desidroascorbico (ADA) e
Vitamina C total em manga Uba em trés estadios de maturagdo (dados expressos em matéria fresca)

Contetido médio + desvio-padrao

Estadios de
maturagio B-caroteno RAE AA ADA Vitamina C total
(ug/100g) (ug/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Verde 1062,33 +86,33¢c 88,53+ 7,20c 161,74 £ 17,99 a 33,37+7,99 a 195,12+ 22,99 a
Parcialmente madura 2505,26 + 516,50b 208,77+ 43,04b 138,96 + 14,43 b 23,81+7,97a 162,77+ 17,92 b
Madura 3573,18 £626,77a 297,76 £52,23a 128,63 +15,11c  22,90+6,75a 151,53+ 16,87 ¢

Teste de Duncan (letras diferentes na coluna denotam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

Observou-se aumento do conteudo de
B-caroteno a medida que a fruta amadureceu, sendo que
o conteudo médio de B-caroteno na manga madura foi
aproximadamente 3,4 vezes maior que na manga verde
e 1,4 vezes maior que na manga parcialmente madura
(Tabela 1).

Ao contrario, para -caroteno observou-se
um decréscimo no conteddo de AA, com o avango do
amadurecimento. O conteudo médio de AA na manga
verde foi aproximadamente 1,2 vezes maior que na
manga parcialmente madura e 1,3 vezes maior que na
manga madura. Essa diferenga nao foi encontrada entre
os conteidos de ADA nos trés estadios de maturagio da
manga Uba, sendo que os percentuais de ADA encontrados
em relacdo a vitamina C total foram 17,0% na manga
verde, 14,5% na fruta parcialmente madura e 15,1% na
madura (Tabela 1).

O valor de vitamina A e o conteudo de vitamina
C da manga nos trés estadios de maturagao apresentaram
comportamento semelhante ao [-caroteno e AA,
respectivamente. Houve incremento de 236,3% no valor
de vitamina A e decréscimo de 22,3% no conteudo de
vitamina C ao longo da maturac¢ao (Tabela 1).

DISCUSSAO

O contetdo de B-caroteno e de AA da manga Uba
foi bastante superior em todos os estddios de maturacio
quando comparado a outras variedades de manga.
Mangas verdes da variedade Keitt apresentaram média
de 170 ug/100 g de PB-caroteno e mangas Tommy Atkins
200 pg/100 g' enquanto a manga Uba verde apresentou
cerca de 5 vezes mais. Mesmo apds o amadurecimento,
as mangas Keitt e Tommy Atkins apresentaram 670 e
580 pg/100 g de B-caroteno, respectivamente'’, enquanto
a manga Uba apresentou conteudo 5,3 e 6,1 vezes maior
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em relagdo ao conteido das variedades Keitt e Tommy
Atkins, respectivamente. A manga Ubd analisada
no presente estudo também apresentou entre duas e
nove vezes mais AA que as variedades Keitt'!, Haden e
Tommy Atkins".

Fatores como o grau de maturagao, tipo de solo,
condi¢des de cultivo, condi¢des climaticas, variedade dos
vegetais, parte da planta analisada, efeito dos agrotdxicos,
exposi¢do a luz solar, condi¢des de processamento e
estocagem contribuem para os diferentes conteudos de
B-caroteno e vitamina C encontrados®*'*. Vinci et al."®,
por exemplo, encontraram perda substancial de AA com
o amadurecimento da manga na ordem de 40,4%.

Destaque ¢ dado ao valor nutricional da manga
Ub4, sendo que uma ou duas por¢des de manga
contribuem de forma significativa na ingestdo de
vitamina A, dependendo do estadio de maturacio, o que
pode ser visto na Tabela 1 a partir dos valores de RAE.
Para que as recomendagdes didrias de vitamina A sejam
atingidas em todas as faixas etarias e em ambos os sexos,
ha necessidade de 3 a4 unidades da frutamaduraaolongo
do dia®. Em contrapartida, a ingestdo de uma porgao
média de 100 g (1 unidade) de manga em qualquer um
dos trés estadios de maturagao é capaz de atingir mais
de 100% das recomendagdes de vitamina C para homens
e mulheres de todas as faixas etarias’. Ressalta-se,
entretanto, que o consumo de manga verde e até mesmo
parcialmente madura ¢ bastante incomum em nosso
meio, o que faz com que a fruta nao seja consumida com
todo o seu teor potencial de vitamina C.

CONCLUSAO

Com o avango do amadurecimento da manga Ub4,
o teor de vitamina C total reduziu aproximadamente 22%
e o de p-caroteno aumentou mais de 200%.
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Observou-se que o conteudo de [-caroteno e
de vitamina C total na manga Uba foi bastante elevado
quando comparado a outras variedades de manga, sendo
que a ingestao de 3 a 4 unidades da fruta madura e de
1 unidade de manga em qualquer um dos trés estadios de
matura¢ao contribui para atender as necessidades didrias
de vitamina A e C, respectivamente.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a adogdo das boas priticas foi realizado um estudo transversal em nove Unidades
de Alimenta¢do e Nutricdo (UAN), aplicando-se a lista de verificagdo proposta pela Resolugdo RDC
275/2002. Cinco blocos de perguntas foram utilizados para avaliagdo, no total de 157 itens referentes as
‘edificacio e instalagdes’; ‘equipamentos, moéveis e utensilios’; ‘manipuladores’; ‘producio e transporte dos
alimentos’; e ‘documentagdo. As UAN foram classificadas em grupos segundo os critérios estabelecidos no
item D daRDC 275/2002 (Grupo 1: 76 a 100% de adequagdo; Grupo 2: 51 a75%; Grupo 3: 0a 50%). Avaliou-
se, ainda, a adequagdo de itens considerados imprescindiveis para a qualidade sanitdria dos alimentos, tais
como lavatdrios exclusivos para higienizaciao das méos instalados na area de manipulagdo de alimentos
e adogao de medidas para minimizar o risco de contaminagido cruzada. Das UAN avaliadas, 88,9% (n =
8) foram classificadas no Grupo 1. Os blocos referentes a ‘manipuladores’ e ‘produgio e transporte dos
alimentos’ atingiram, respectivamente, 97,6% e 84,7% de adequagdo. A maioria dos itens imprescindiveis
obteve adequagio de 88,9 a 100%. Apesar da boa classificagdo geral das UAN, foram detectadas falhas nos
itens relativos a ‘edificacdo e instalacdes’ e ‘equipamentos, moveis e utensilios’

Palavras-chave. lista de verificagdo, seguranga alimentar, qualidade de alimento, legislagdo de alimentos.

ABSTRACT

Aiming at evaluating the good practices, a cross-sectional study was conducted in nine Food Services
(FS) by applying a checklist based on the legislation in force (RDC 275/2002). Five blocks of questions
were asked, totaling 157 items related to ‘building and facilities’; ‘equipment,, ‘furniture and utensils’;
‘manipulators’; ‘food production and transport’; and ‘documentation’ The FS were classified into groups
according to the criteria established in section D of the DRC 275/2002 (Group 1: 76 to 100% of adequacy,
Group 2: 51 to 75%, Group 3: 0 a 50%). The adequacy of the essential items for foods sanitary quality
was also assessed, such as the exclusive sinks installed for hand hygiene in the area of food handling and
the use of measures to minimize the risk of cross contamination. Of the FS assessed in this study, 88.9%
(n = 8) were classified into Group 1. The blocks related to ‘handlers’ and ‘production and transportation
of food’ reached 97.6% and 84.7% of adequacy, respectively. Mostly of essential items showed adequacy
from 88.9 to 100%. Despite of the overall FS was satisfactorily classified, some lacks were detected and
related to the ‘building and facilities’ and ‘equipment, furniture and utensils’ items.

Keywords. checklist, food safety, food quality, food legislation.
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INTRODUCAO

O estilo de vida atual contribui para o aumento da
procura por servicos de alimentacdo em todo o mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento'. Em 2009,
o setor de alimentagdo coletiva forneceu 8,5 milhdes de
refeicdes/dia, proporcionou 180 mil empregos diretos,
consumiu diariamente 3,6 mil toneladas de alimentos e
teve um faturamento que chegou a 9,8 bilhoes de reais™
Com o aumento no numero de refeicdes oferecidas fora
do lar, torna-se maior a preocupa¢io com a qualidade
dos alimentos para garantir a satide dos usudrios. De
acordo com a Organiza¢ao Mundial de Satide, milhdes de
pessoas sdo diretamente afetadas por doengas de origem
alimentar (DOA) em todo o mundo®. O Comité da WHO/
FAO reconheceu que as doencas causadas pelo consumo
de alimentos contaminados sdo, possivelmente, o maior
problema de saide no mundo contemporaneo*.

Nas Unidades de Alimentacio e Nutrigio (UAN),
os alimentos podem estar mais susceptiveis a diversos
riscos de contaminagdes por micro-organismos associados
a manipulagdo e aos procedimentos incorretos durante o
processamento e distribui¢do. Para garantir alimentos mais
seguros, tém sido usadas ferramentas como as boas praticas e
analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC)°.

Dentro desse contexto, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou a RDC 275,
de 2002°, com objetivo de estabelecer os Procedimentos
Operacionais Padronizados que contribuam para a
garantia das condigoes higiénico-sanitdrias necessarias
ao processamento/industrializacdo de alimentos, em
complemento as Boas Praticas de Fabricacdo. Em 2004,
foi aprovada a Resolucdo RDC 216, que visa estabelecer
procedimentos de boas praticas para servicos de
alimentacdo a fim de garantir as condi¢des higiénico-
sanitarias do alimento preparado. As determinagdes
contidas nessas Resolu¢des visam nortear os responsaveis
a proceder de maneira adequada e segura, desde a
construcdo da UAN até a distribuicdo das refeicdes’.

A garantia da seguranga dos alimentos vem
compondo planos estratégicos de governos; assim, estudos
sobre condi¢des higiénicas e praticas de manipulagdo
e preparo de alimentos sido conduzidos em todo o
mundo. Diante da importincia do tema para a saude de
coletividades, o presente estudo visou diagnosticar as
condicoes fisicas e higiénico-sanitarias de nove UAN
institucionais geridas por uma concessionaria de refei¢des,
avaliando o atendimento as Boas Praticas.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado no periodo de janeiro a margo de
2006 um estudo transversal em nove UAN de pequeno e
médio portes, localizadas na regido metropolitana de Belo
Horizonte (BH), Minas Gerais, que juntas forneciam 3.425
refei¢des por dia. A amostra foi escolhida aleatoriamente e
correspondeua45% dototal de UAN (n=20) administradas
por uma concessionaria de refei¢des.

Para a avaliacdo, utilizou-se a lista de verificagdo
proposta no Anexo II da Resolucio RDC 275/2002¢,
dividida em trés partes: identificacio da empresa,
avaliacdo e classificagdo do estabelecimento. Cinco blocos
de perguntas, de acordo com a RDC 275/2002, foram
avaliados em cada UAN, totalizando 157 itens, conforme a
seguir: ‘edificacao e instalagdes’ (79 itens); ‘equipamentos,
moveis e utensilios (21 itens); ‘manipuladores’ (14
itens); ‘produgido e transporte dos alimentos’ (28 itens);
‘documentagdo’ (15 itens). A avaliacido foi realizada por
pesquisador treinado através de observagio direta. Cada
item contou com trés possibilidades de resposta: ‘Sim), ‘Nao’
e ‘Nao se aplica’ (NA). A classificagdao de cada UAN seguiu
os critérios de pontuacio estabelecidos no item D da RDC
275/20026, a saber: Grupo 1 (76 a 100% de atendimento
dos itens), Grupo 2 (51 a 75% de atendimento dos itens) e
Grupo 3 (0 a50% de atendimento dos itens). Classificou-se
também cada um dos cinco blocos da lista de verificagdo
de acordo com esse critério. Realizou-se, ainda, a avaliagdo
de onze dos dezoito itens propostos por Badaré® como
‘imprescindiveis’ para a qualidade e seguranca sanitaria
dos alimentos.

Os dados foram armazenados em planilhas do
Microsoft Excel e Epi Data e analisados de forma descritiva,
com auxilio do software Epi-Info versdo 6.0°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo e adequagao geral das UAN

Das nove unidades pesquisadas, seis foram
inauguradas ha dez anos ou mais, e as demais realizaram
algum tipo de reforma.

O atendimento nessas UAN era do tipo self-service
porcionado em 88,9% (n = 8) e 77,8% das unidades (n=7)
eram de pequeno porte, servindo até 500 refeicdes.

Em relagdo ao atendimento as boas praticas, a
porcentagem de adequagdo das UAN variou de 72,9%
a 92,6%, de acordo com o critério de classificacdo
estabelecido pela RDC n° 275/2002¢.
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Das nove UAN avaliadas, apenas uma foi
classificada no Grupo 2, com 72,9% de adequagio, e as
demais foram classificadas no Grupo 1. A adequacio as
boas praticas nas UAN avaliadas neste estudo foi superior
aquelas encontradas por outros pesquisadores®'°. Sio José e
Pinheiro-SantAna" avaliaramumaunidadedealimentacio
escolar na qual ndo havia nutricionista e registraram
apenas 16,37% dos itens avaliados como adequados. Panza
et al.”? relacionaram a baixa conformidade dos itens com a
monitora¢io deficiente, pois o responsavel provavelmente
ndo tinha informacéo adequada em relagdo as préticas de
manipulagdo dos alimentos. Neste sentido, parece haver
interferéncia negativa da auséncia do responsével técnico
para o cumprimento das boas préticas. No presente
estudo, a alta adequacdo apresentada pelas UAN pode
ter sido devida a presenca do profissional nutricionista
que, dentre outras atividades, realiza a orientacdo e
supervisao das atividades, a capacitacio dos funciondrios
e o gerenciamento das etapas que envolvem a produgdo
segura dos alimentos.

Adequacgio das UAN por Blocos

A maioria das UAN, considerando os diferentes
blocos, foi classificada no Grupo 1 e 2, sendo que apenas
para o bloco de documentagdo encontrou-se 11,1% das
unidades no Grupo 3 (Figura 1).

Edificagoes e Instalagdes

Neste bloco, sete dos estabelecimentos foram
classificados no Grupo 1 e os demais no Grupo 2. O
percentual de adequacdo as boas praticas variou entre
63,9% e 86,1%. A edificacdo e as instalacdes devem ser
projetadas de forma a possibilitar um fluxo ordenado
e sem cruzamentos em todas as etapas da preparacdo

100 4

% de adequagio

Documentacio

0 v T
Edificagfes &
InstalagBes

Equipamentos,
Mdveis e
Utensilios

Manipuladores Produgioe

Transporte dos
Alimentos

Grupo 1 (76 - 100%) ® Grupo 2 (51 - 75%) B Grupo 3 { 0 - 50%)

Figura 1. Percentual de adequa¢io de nove UAN institucionais da
regidao metropolitana de Belo Horizonte de acordo com o critério de
classificagdo estabelecido pela RDC n° 275/2002
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de alimentos e a facilitar as operagdes de manutengio,
limpeza e, quando for o caso, desinfecgdo. Sabe-se que o
acesso as instalagdes deve ser controlado e independente
e nao comum a outros usos’. Nas unidades estudadas,
a adogdo dessas determinagdes implicou em melhor
adequacdo aos itens deste bloco e, consequentemente,
contribuigdo para produgdo de refeicdes mais seguras.
Legnani et al.” consideraram que conformidades em
relagdo as caracteristicas estruturais sdo consequéncias
da adocido de medidas corretivas apos a aplicagdo de
monitoramento nos estabelecimentos. Bas et al.> reforcam
que estruturas bem planejadas e equipamentos adequados
protegem os alimentos, mantém condi¢des higiénicas e
melhoram aspectos de limpeza e controle de pragas no
estabelecimento.

Os itens que apresentaram maior inadequacdo
foram os pisos (37,0%), teto (38,9%), paredes (29,6%),
portas (51,8%) e manejo de residuos (29,6%). Essas
inconformidades incluiram materiais de revestimento
inadequados, porosidade, pisos sem resisténcia, derrapantes
e sem drenagem para agua. Além disso, as portas
apresentavam fechamento nao automdtico, nao havia
barreiras fisicas para vetores e pragas urbanas e nao existia
area adequada para estocagem dos residuos. Assim, como no
presente estudo, inadequa¢des também foram encontradas
na estrutura fisica por outros pesquisadores™.

Equipamentos, Moveis e Utensilios

O percentual de adequagio nesse bloco variou de
71,4% a 90,5%, sendo uma das UAN classificadas no Grupo
2 e as demais no Grupo 1. Das inadequacdes encontradas
nos equipamentos (12,5%), os problemas mais frequentes
foram relacionados aos equipamentos de conservagio dos
alimentos que nao apresentavam medidor de temperatura ou
néo estavam em adequado estado de funcionamento, assim
como a inexisténcia de registros de manutengao preventiva
dos equipamentos, os quais s6 possuiam manutengio
corretiva. Legnani et al."” também registraram auséncia de
termdmetros em refrigeradores de alguns estabelecimentos
estudados. A auséncia de controle de temperatura em
equipamentos de armazenamento de alimentos constitui
um risco para a qualidade do produto final.

Para os utensilios, as inadequagdes (11,1%) foram
devidas a falta de local adequado para o armazenamento
e de protecao contra contaminagdo. No item higienizacao,
0 que contribuiu para a inadequa¢io (12,0%) foi a falta
de registros de higienizagdo. Os altos percentuais de
adequacao registrados para varios itens deste bloco sdo de
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Tabela 1. Porcentagem de atendimento a onze dos itens considerados imprescindiveis, segundo Badaré®, para garantir a
seguranga dos alimentos em UAN institucionais da regido metropolitana de Belo Horizonte, MG

Variavel

Itens considerados Imprescindiveis

Adequagio (%)

Edificagdes e
Instalagoes

Equipamentos,
Moveis e Utensilios

Manipuladores

Produgdo e
Transporte de
Alimentos

Auséncia de focos de insalubridade (imediagdes, local e dependéncias anexas
limpas; auséncia de objetos em desuso e animais domésticos; auséncia de
insetos e roedores).

Lumindrias localizadas sobre a area de preparagdo dos alimentos protegidas
contra explosdo ou queda acidental.

Agua potavel originada de rede publica, pogo raso ou pogo fundo tratada.

Instalagbes sanitdrias e vestidrios sem comunica¢io direta com drea de
preparac¢do e armazenamento de alimentos ou saldes de refeigao.

Instalagdes sanitarias dotadas delavatorios, com acessorios para higienizagao das
maos (sabonete liquido antisséptico ou sabonete liquido e produto antisséptico
e toalhas de papel ndo reciclado).

Lavatorios exclusivos da drea de manipulagdo dotados de acessorios para
higieniza¢do das méos (sabonete liquido antisséptico ou sabonete liquido e
produto antisséptico e toalhas de papel ndo reciclado).

Utensilios utilizados na higienizacao das instalagoes distintos daqueles usados
para higienizagdo das partes dos equipamentos e utensilios que entrem em
contato com o alimento.

Edificagao, instalages, equipamentos, moveis e utensilios livres da presenga ou
indicio da presenca de vetores e pragas urbanas.

Auséncia de lesdes e/ou sintomas de enfermidades que possam comprometer a
qualidade higiénico-sanitdria dos alimentos, ou, quando existir, que eles estejam
afastados da atividade de preparagdo dos alimentos enquanto persistirem essas
condigoes de saude.

Durante a preparac¢do dos alimentos sdo adotadas medidas a fim de minimizar
o risco de contaminag¢do cruzada, evitando contato direto ou indireto entre
alimentos crus, semipreparados e prontos para o consumo.

Alimentos submetidos & coc¢do e prontos para consumo mantidos em
temperaturas superiores a 60°C por, no maximo, 6 horas.

88,9

55,5

100,0

100,0

100,0

88,9

88,9

88,9

100,0

66,6

100,0

grande importancia para qualidade da refeigdo preparada,

Em relagio aos

héabitos

higiénicos

no sentido de que equipamentos, moveis e utensilios
podem entrar em contato direto com os alimentos e se
tornarem fonte de contaminacéo para os alimentos'.

Manipuladores

Neste bloco, a adequagdo foi de 85,7 a 100%,
sendo todas as unidades classificadas no Grupo 1, o
que é um excelente resultado diante do fato de que os
manipuladores de alimentos tém um importante papel na
prevencgio das toxinfec¢des alimentares e das demais DOA.
Observou-se 100% de adequagdo para o item relacionado
ao uso de equipamentos de protecdo individual. Resultado
semelhante foi encontrado por Bas et al.’, que verificaram
adequacdo de 82,9% para o mesmo item.

manipuladores, que corresponderam a 7,4% das nio
conformidades, essas podem estar relacionadas a
inadequada frequéncia da higieniza¢ao das maos, além
da forma incorreta de higieniza-las. Os manipuladores
sao fontes potenciais de contaminac¢io caso ocorram
falhas durante o preparo, sendo uma das mais frequentes
vias de transmissao de microorganismos aos alimentos®.

Produgio e Transporte dos Alimentos

No presente estudo, a adequacédo para este bloco
variou de 77,3% a 90,9% de adequacio, sendo classificadas
todas as UAN no Grupo 1. Os itens que apresentaram
maior porcentagem de ndo conformidade foram rotulagem
e armazenamento do produto final (22,2%) e controle de
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qualidade do produto final (33,3%) devido a falta de andlise
do produto final e falta de laudos laboratoriais atestando o
seu controle. Tal situa¢do foi mais critica no estudo de Mata
etal.!’®, onde 100% dos estabelecimentos foram classificados
no Grupo 3. A resolugdo RDC 216/2004” preconiza que
o estabelecimento produtor e distribuidor de alimentos
deve implementar e manter documentado o controle e a
garantia da qualidade dos alimentos preparados.

Documentacio

Neste bloco, a adequacdo das UAN apresentou
uma ampla variacdo, entre 6,7% e 100%. Oito das UAN
institucionais estudadas apresentaram a documentacio
adequada, incluindo-se no Grupo 1. Como preconiza a
legislacao, os servicos de alimenta¢ao devem contar com
documentagido referente a elaboracio e implementacio
das boas praticas a fim de garantir as condi¢des higiénico-
sanitarias do alimento preparado’.

Quanto aos Procedimentos  Operacionais
Padronizados (POP), ocorreram algumas ndo
conformidades como a nio utilizagdo do POP ou a sua
inexisténcia. Destaca-se o POP ‘Controle da Potabilidade
da Agua, onde duas UAN ndo possufam arquivos dos
registros de higienizagdo da caixa-dagua e laudos
periddicos da andlise da agua. O grande niimero de itens
adequados em relagdo a legislagdo remete a uma maior
garantia de qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos
preparados nestes estabelecimentos.

Itens Imprescindiveis

Na avaliacdo dos itens considerados imprescindiveis
para garantir a seguranca dos alimentos, observou-se que
a lista de verificacdo utilizada por este estudo contempla
doze dos dezoito itens propostos por Badaré®. A maioria
dos itens imprescindiveis obteve adequagdo de 88,9 a 100%
(Tabela 1).

Contudo, dois itens imprescindiveis apresentaram
menoresadequagdes: ‘Luminariaslocalizadassobreadreade
preparacao dos alimentos estdao protegidas contra explosdo
ou queda acidental’ (55,5%) e ‘Durante a preparacdo dos
alimentos sdo adotadas medidas a fim de minimizar o
risco de contaminagéo cruzada, evitando contato direto ou
indireto entre alimentos crus, semipreparados e prontos
parao consumo (66,6%). Tais aspectos devem ser corrigidos
para melhorar a seguranca dos alimentos.

A implementacio eficaz das boas préticas nas
UAN depende da adequacdo das condi¢des de edificagio,
instalacoes, equipamentos, modveis e utensilios, além
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da correcio dos outros itens niao conformes e do
envolvimento dos responséveis e demais colaboradores
dos estabelecimentos. Estudos sugerem que praticas
inadequadas dos manipuladores contribuem com
desenvolvimento de aproximadamente 97% dos casos
de DOA em estabelecimentos produtores de alimentos'“.
Seaman e Eves" verificaram que administradores de
estabelecimentos produtores de alimentos estdo cientes
da responsabilidade em treinar os manipuladores, mas
frequentemente nao tém suporte necessario para garantir
que estes tenham praticas adequadas de manipulagio de
alimentos. A realizacio frequente de cursos de capacita¢do
e orientacdo continuada nos locais de trabalho para que os
funcionarios conhegam e cumpram as condutas torna-se
uma medida essencial para garantir as boas praticas.

CONCLUSAO

Das UAN avaliadas, 88,9% (n = 8) foram
classificadas no Grupo 1 (75 a 100% de adequacio),
sendo que apenas um estabelecimento foi classificado
no Grupo 2 (51 a 75% de adequa¢ido). Os blocos
‘manipuladores’ e ‘producio e transporte dos alimentos’
atingiram adequagdes superiores a 90%. Apesar da boa
classificagdo geral das UAN, detectaram-se falhas nos
blocos ‘edificagdo e instalacdes’ e ‘equipamentos, moveis
e utensilios. Assim, a ado¢do de agbes corretivas com
relagdo a estrutura fisica ¢ essencial para garantir a
qualidade das refei¢cdes e seguranca dos clientes.
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RESUMO

A deficiéncia de vitamina A tem sido caracterizada como problema de saude publica nos paises em
desenvolvimento. Contudo, a ingestdo de alta quantidade de vitamina A pode resultar em efeitos toxicos
e teratogénicos. Neste estudo foi analisado o efeito do congelamento sobre os niveis de retinol em figado
de codorna, utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Avaliou-se, também, sua
contribuicdo para a ingestdo dietética recomendada a criangas, homens e mulheres. Os valores médios de
retinol nas amostras frescas e congeladas de figado de codorna foram, respectivamente, de 6145,7 ug/100g
¢ 5105,5 ug/100g. O congelamento do figado causou redugio significativa nos niveis de retinol, com perda
de 17%. Quanto a ingestdo dietética de referéncia (DRI) de retinol para criangas de 1 a 3 anos e de 4 a
8 anos, um figado de codorna, que equivale a 6 g, contribui, respectivamente, com 123% e 92%, o que
mostra que o consumo de um figado de codorna ultrapassa os limites de ingestdo diaria dessa populagio.
Em individuos adultos, esse alimento contribuiu com 41% das necessidades didrias para homens e com
52% para mulheres, o que indica que o figado de codorna representa 6tima fonte de vitamina A.
Palavras-chave. congelamento, retinol, figado, codorna.

ABSTRACT

Vitamin A deficiency has been characterized as a public health issue in developing countries. Otherwise,
an intake of large doses of vitamin A may cause toxic and teratogenic effects. This study analyzed the
effect of freezing procedure on the retinol contents in quail liver by means of high performance liquid
chromatography (CLAE). It was also evaluated the contribution to dietary intake in children ranging from
1 to 8 years old, men and women. The average contents of retinol found in the fresh and frozen samples
were 6145.7 ug/100g and 5105.5 ug/100g, respectively. The freezing process on the liver caused a significant
reduction on retinol contents, with a loss of 17%. Concerning the retinol dietary reference intakes (DRI)
for children from 1 to 3 years old and from 4 to 8 years old, one quail liver, which is equivalent to 6 g.
provides 123% and 92% of retinol, respectively, showing that the consumption of one quail liver exceeds
the limits of daily intake in children from 1 to 3 years old. In adults, the quail liver provides 41% of the
required amount to men and 52% to women. This product shows to be a suitable source of vitamin A.
Keywords. freezing, retinol, liver, quail.
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INTRODUCAO

A vitamina A é um dlcool (retinol) isoprendide,
lipossoluvel e insaturado, encontrado em alimentos de
origem animal na forma esterificada’. Este micronutriente
necessario em pequenas quantidades é fornecido pelos
alimentos e, em condi¢des normais, cerca de 90% é
armazenado no figado. Ela se origina de dois grupos
de compostos: os retindides, que correspondem a
vitamina A pré-formada e sdo encontrados na natureza
exclusivamente em alimentos de origem animal, e os
carotendides, que sdo encontrados principalmente em
vegetais de coloracao amarelo-alaranjado e vegetais
folhosos verde-escuros'.

A vitamina A é essencial para o organismo humano
por desempenhar fun¢des no metabolismo geral de lipidios
e proteinas, crescimento celular, visdo, desenvolvimento
embriondrio, reprodugio e proliferacio celular?.

Atualmente a deficiéncia de vitamina A tem sido
caracterizada como um problema de satide publica nos
paises em desenvolvimento e leva a queratinizagdo de
epitélios, afetando os olhos e o revestimento dos tratos
gastrointestinal, respiratério 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 morbi-mortalidade infantis associados a
processos infecciosos.

O combate a deficiéncia de vitamina A nas areas
reconhecidas como endémicas pode ser feito através de
medidas que garantam a seguranga alimentar e nutricional
da populagdo, como o enriquecimento de alimentos e o
estimulo a producdo e consumo de fontes alimentares de
vitamina A e seus precursores.

Em contrapartida, uma alta ingestdo de vitamina
A pode resultar em efeitos toxicos e teratogénicos, tais
como distarbios de diferencia¢io celular’. Em humanos,
ha evidéncias de mé-formacdo em criangas, quando
as maes consomem altas doses de vitamina A durante
a gestacdo (>750 pg /dia)®. Segundo Majchrzak et al’,
uma excessiva ingestdo de vitamina A é usualmente
resultado do consumo de altos niveis de suplementos,
mas ¢ também associada ao consumo de figado.
O limite superior toleravel de seguranga de ingestao de
vitamina A, segundo a ingestao dietética de referéncia

(DRI)?, é de 3000 pg/dia, independentemente da fonte
dessa vitamina.

Sdo raras as pesquisas sobre o contetdo de retinol
em figado de codorna. Apenas um estudo realizado por
Karadas et al.’ verificou um valor médio de retinol em
tigado de codornas adultas de 4787 ug/100g.

Tendo em vista a escassez de trabalhos que
determinem a quantidade de retinol em figado de
codornas e a estabilidade desse micronutriente durante
0 seu processamento, seria interessante investigar os
niveis de retinol no figado dessa ave, bem como o
efeito do congelamento sobre esses niveis. Esses dados
possibilitariam a complementacio de bases de dados
nacionais sobre o valor nutritivo de alimentos que podem
integrar a dieta da populagao. Além disso, avaliamos qual
seria a contribuicdo do consumo desse alimento para a
ingestdo dietética recomendada as criangas na faixa etaria
de 1 a 8 anos, homens e mulheres.

MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico

No presente estudo, foram utilizados seis figados
de codornas da espécie Coturnix coturnix japonica com
29 semanas de idade. Todas as aves usadas neste estudo
receberam uma dieta basal, conforme recomendagdes do
National Research Council" para codornas em postura,
composta por 20% de proteina, 2% de gordura, 2,5% de
calcio e 0,6% de fosforo, com niveis de vitaminas A e E de
10.000UI e 0,6 mg, respectivamente.

Os figados das aves abatidas comumente por
dessensibilizacio foram diretamente coletados na
Escola Agricola de Jundiai, Macaiba/RN, Brasil (entre
novembro/2006 e dezembro/2006) e transportados ao
Laboratério de Bioquimica da Nutri¢do da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte.

Preparo das amostras

No Laboratério, os figados de codorna foram
primeiramente pesados, em seguida realizado um
pool dessas amostras para a realizagdo de dois tipos
de analises: das amostras frescas e com sessenta dias
de congelamento. A cada amostra foi adicionada
quantidade equivalente ao seu peso de solucio salina
a 0,9% e, em seguida, homogeneizada com um mix
triturador, formando assim um homogeneizado de
tigado a 50%, do qual foram retiradas cinco aliquotas
de 1 mL de figado.
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Hidrdlise alcalina e extracio do retinol

Todas as aliquotas foram extraidas segundo
Gebre-Medhin e Valquist'!, como descrito a seguir:
em 1 mL de homogenado foram adicionados 1 mL de
etanol (95%) e 0,5 mL de hidréxido de potéssio (50%).
A mistura foi agitada e levada ao banho-maria, na
temperatura de 45 °C durante duas horas. Em seguida,
foram adicionados 3 mL de hexano e, apos agitagao,
o tubo foi centrifugado por dez minutos (500xg). A
camada hexanica foi removida e a operacdo repetida
mais uma vez, sendo as fases hexinicas reunidas em
outro recipiente. O extrato hexanico foi evaporado
sob atmosfera de nitrogénio, em banho-maria a
37 °C, e posteriormente ressuspendido em 2,0 mL de
etanol absoluto.

Determinagao do retinol por CLAE

A concentracdo de retinol das amostras foi
determinada pela Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em cromatégrafo LC-10 AD Shimadzu,
acoplado a um detector SPD-10 A Shimadzu UV-VIS e
integrador Chromatopac C-R6A Shimadzu, com uma
coluna e pré-coluna CG nucleosil C,; de 4,6 mm x 25 cm.
Foram injetados 20 pL da amostra e o cromatograma
evoluiu nas seguintes condi¢oes: fase moével metanol
100% e fluxo 1,0 mL/min.

A identificagdo e a quantificacdo do retinol nas
amostras foram estabelecidas por compara¢io com o
tempo de retengio e a drea do respectivo padrdo de all-trans
retinol - SIGMA. As concentracbes dos padrdes foram
confirmadas pelo coeficiente de extin¢do especifico (E1%,
1 cm = 1850) em etanol absoluto a 325 nm para retinol'%.

Para testar as diferencas entre as médias dos
dados foi utilizado o Test-t Student em amostras pareadas.
As diferencas foram consideradas significativas quando
p <0,05.

RESULTADOS

O valor médio de retinol encontrado nas amostras
frescas de figado de codorna foi de 6145,7 + 287,3 ug/100g.
Apds um periodo de 60 dias de congelamento, o valor
médio atingiu 5105,5 + 326,6 pg/100g, demonstrando
uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05),
representando uma reduc¢do de 17% nos niveis de retinol
nos figados de codorna apés 60 dias de congelamento. As
concentragdes de retinol nos figados de codornas frescos e
congelados sao mostradas na Figura 1.
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Figura 1. Niveis de retinol em figado de codornas, em momentos
distintos de 60 dias

Tabela 1. Contribui¢do do figado de codorna para as necessidades
didrias de retinol

Idade Recomendacio  Porcentagem de cobertura’
didria Fresco Congelado
1-3 300ug 123% 102%
4-8 400ug 92% 76%
Mulheres > 14 700pg 52% 43%
Homens > 14 900ug 50% 34%

*Considerando a quantidade de ingestio equivalente a 6 g de figado
de codorna.

Considerando a recomendacio didria de retinol
equivalente para criangas na faixa de 1 a 3 anos de 300 pg;
400 pg/dia para criangas entre 4 e 8 anos; adultos de 900 pg
para homens e 700 pug para mulheres® e, levando-se em
consideragao os niveis de retinol encontrados nos figados de
codorna frescos e congelados do presente estudo, verificou-
se que o consumo de um figado de codorna, que equivale a
6 g, pode cobrir em torno de 123 e 102% das recomendagdes
diarias de retinol equivalente para criangas na faixa de 1 a 3
anos, 92 e 76% para criangas entre 4 a 8 anos, 41 e 34% para
homens, e 52 e 43% para mulheres (Tabela 1).

DISCUSSAO

Em estudo realizado com figado de diferentes
animais, Majchrzak et al” observaram nivel médio de
retinol no figado de galinha (5600 pg/100g) semelhante ao
encontrado no presente estudo.

Os niveis de retinol dos figados frescos de
codorna encontrados neste estudo foram superiores aos
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encontrados por Karadas et al’, que também analisaram
o nivel de retinol em figado de codorna, encontrando uma
concentra¢do de 4787 pug/100g.

Em estudo realizado com leite, Vidal-Valverde
et al.”® observaram perdas significativas no conteudo de
retinol ap6s um periodo de 4 a 8 meses de congelamento.

Ao comparar os resultados obtidos com os
apresentados em tabelas de alimentos para retinol no
figado de frango e galinha, observou-se que a média de
retinol encontrada neste estudo para os figados frescos
de codorna (6145,66 ug/100g) foi superior ao da tabela
americana USDA™ para figado de galinha (3290 pg/100g) e
a da TACOP para figado de frango (3683 pg/100g).

Os valores encontrados demonstram que o figado
de codorna é uma excelente fonte de vitamina A. No entanto,
para que o seu consumo seja incentivado como medida de
combate a deficiéncia de vitamina A, alguns critérios devem
ser considerados, como: o habito alimentar da populacio, o
custo e a disponibilidade desse alimento na regido. O figado
de codorna atende a estes critérios, além de ser um produto
alimenticio pouco aproveitado por criadores de codorna,
visto que ndo apresenta valor comercial.

E necessario ressaltar que em populagdes que
apresentam um bom estado nutricional em vitamina A, a
ingestdo desse alimento deve ser moderada, principalmente
por mulheres em idade gestacional, devido aos efeitos toxicos
e teratogénicos de uma ingestao excessiva de vitamina A.

CONCLUSAO

Verificou-se uma significativa redugao nos niveis de
retinol no figado de codorna apds 60 dias de congelamento,
ocasionando uma perda de 17% nesses niveis. Porém, os
figados de codorna analisados apresentaram uma alta
concentracdo de retinol, mostrando que esse alimento
¢ uma importante fonte de vitamina A, sendo uma boa
alternativa para a alimenta¢do da populagio, combatendo
a deficiéncia dessa vitamina. Entretanto, seu consumo deve
ser moderado, especialmente por mulheres em periodo
gestacional e que possuam um bom estado nutricional para
vitamina A.

A partir dos resultados deste estudo sugerimos o
aproveitamento do figado de codorna desperdigado pela
industria de alimentos no enriquecimento de preparagdes
utilizadas na dieta habitual da populagio, principalmente
aquela localizada em areas de risco de desenvolvimento de
deficiéncia de vitamina A. Essa utilizacdo pode ser semanal,
na quantidade de 12 g per capita.
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Anticorpo monoclonal de alta eficiéncia no desenvolvimento de
imunoquimica aplicada - analise de ocratoxina em vinho

Silva DLD. Monoclonal antibody with high efficiency in the development of applied immunochemistry - analysis of OTA
in wine. Londrina, PR. 2010. [Tese de Doutorado — Area de concentragio: Ciéncia de Alimentos, Universidade Estadual de
Londrina, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia de Alimentos -
UEL]. Orientadora: Elisa Yoko Hirooka

O controle de Ocratoxina A (OTA) em vinho é exigéncia da legislagdo sanitaria, mas o alto custo de importagdo
de kits analiticos restringe o controle de qualidade. Visando & produgdo de imunorreagente nacional, procedeu-
se com o cultivo de hibridoma OTA.1 em meio sintético e o anticorpo monoclonal (AcM) IgG anti-OTA obtido
foi aplicado no desenvolvimento de ELISA competitivo indireto (ic-ELISA) e coluna de imunoafinidade (CIA). O
cultivo de hibridoma OTA.1 iniciado em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino foi gradativamente adaptado
até 100% de meio Hybridoma-Serum Free Medium (H-SFM). O ic-ELISA foi desenvolvido com AcM, produzido em
meio 100% H-SFM sob titulo de 1:10.000 com o conjugado OTA-BSA em dilui¢ao 1:30.000. Procedeu-se validagao
intralaboratorial em compara¢ao com CLAE para analise de OTA em vinho tinto (VT), rosado (VR) e branco (VB),
avaliando-se limite de detec¢do e quantificagdo; exatiddo; linearidade; precisao e incerteza-padrdao maxima. O ic-
ELISA apresentou correlagio de R=0,975 com CLAE, na analise de 14 amostras positivas, do total de 70 vinhos
comerciais (47 VT e 23 VB). CLAE detectou OTA em 14 amostras, divididas em 10 VT (0,14 a 0,99 ng/mL) e 4 VB
(0,33 20,90 ng/mL). O ic-ELISA detectou 12 amostras positivas, sendo 8 VT (0,26 a 0,86 ng/mL) e 4 VB (0,29 a 1,12
ng/mL). Paralelamente, CIAs baseadas em suporte ativado Affi-Gel foram confeccionadas com AcM obtido de cultivo
em 75 e 100% H-SFM (1:1) em concentragdes de 5, 10 e 20 mg de IgG/mL de gel, sendo as CIAs denominadas CIA 5,
10 e 20, respectivamente. Etanolamina foi utilizada para capeamento pds-imobilizacdo de IgG, proporcionando taxa
de imobilizagdo acima de 85% para as trés CIAs. Quanto a capacidade de reten¢ao de OTA (20 ng), CIA 5 e CIA 10
apresentaram as maiores taxas de 72,08% e 76,85%. CIA 5 foi validada em comparagdo com CIA comercial quanto
a eficiéncia na recuperacao de OTA de vinho tinto artificialmente contaminado. CIA 5 recuperou 80,5 %, 76, 87% e
76,75 % de OTA de vinho contaminado com 0,5; 2 e 5 ng de OTA/mL, respectivamente, em relagiao a CIA comercial
que recuperou 77%, 86,14% e 84,97%, para as mesmas concentragoes. A aplicabilidade de CIA 5 foi testada perante
14 amostras naturalmente contaminadas (10 VT e 4 VB) obtendo-se alta correlagdo com CIA comercial (R=0,954),
confirmando a possibilidade de uso desta imunoferramenta desenvolvida no controle de qualidade de vinho.

Palavras-chave. anticorpo monoclonal, ic-ELISA, coluna de imunoafinidade, ocratoxina.
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Determinacao de bifenilos policlorados em leite em p6 e ingestao diaria
estimada por pré-escolares

Coelho AN. Determination of polychlorinated biphenyls in powder milk and estimated daily ingestion in pre-scholars.
Santa Maria, RS. 2010. [Dissertagio de Mestrado - Area de concentragdo: Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM]. Orientadora: [joni Hilda Costabeber.

Os bifenilos policlorados (PCBs) sio compostos sintéticos que causam danos a saude. Foram amplamente
utilizados na industria como dleos para transformadores e capacitores elétricos, tintas, conservantes para pesticidas
e lubrificantes. Devido a sua bioacumulagio e grande toxicidade, permanecem no ambiente, contaminando a cadeia
alimentar e, consequentemente, 0 homem. Alimentos mais lipidicos tém sido reconhecidos como principal fonte de
ingestao de PCBs. A preocupagdo quanto a esses compostos esta relacionada a sua toxicidade, sobretudo sua relagdo
com o cancer. Leite e derivados constituem uma importante fonte de macronutrientes benéficos (proteinas, vitaminas
e sais minerais) a saude. Logo, este estudo teve por objetivo investigar a presenca de PCBs em leite em p¢ integral e
estimar a ingestdo desses compostos a partir do consumo desse alimento por pré-escolares. Foram coletados dados de
peso e consumo de leite em p¢ integral por pré-escolares do municipio de Imbé/RS. O consumo de leite em p6 foi de
32 g'! dia, equivalente a 8,3 g de gordura/dia. Para avaliar a presencga dos PCBs 28, 52, 153, 138 e 180 no leite em po
integral, utilizado pelo Programa Nacional de Alimentag¢io Escolar (PNAE) de Imbé e consumido pelos pré-escolares
da rede de ensino municipal, procedeu-se com a reconstitui¢ao do leite, seguida de centrifuga¢ao para obtengao da
fracao lipidica. Os compostos foram extraidos através da técnica de cromatografia em coluna, utilizando florisil como
fase estacionaria. A identificacdo e a quantificagdo foram realizadas através de GC-puECD, seguido de confirmagio
por GC-MS. As concentragdes dos compostos foram detectadas em ordem decrescente: PCB 180 (0,157 ng g de
gordura) > PCB 138 (0,073 ng g') > PCBs 28, 53 e 153 (<LQ). O somatdrio de PCBs foi de 0,230 ng g"* de gordura, va-
riando de 0,000 a 2,857 ng g'. A ingestao didria estimada de PCBs, calculada pelo somatério de PCBs, a partir de leite
em po, foi 0,0013 ng g de gordura. Este valor, quando comparado com o limite de referéncia admitido pela legislagdo
brasileira, fica abaixo do estabelecido. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o leite consumido pelos pré-
escolares do PNAE no municipio de Imbé nao oferece risco toxicoldgico. Todavia, sugere-se a importancia de outros
trabalhos com a finalidade de monitorar a presenca de residuos de PCBs em produtos lacteos destinados ao ptblico
infantil, uma vez que esses podem provocar efeitos adversos a saude de uma populagdo mais suscetivel.

Palavras-chave. bifenilos policlorados, leite em p¢ integral, ingestao diaria estimada, pré-escolares.
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Molecular typing of strains of vancomycin-resistant Enterococcus spp
isolated in hospitals in the city of Sao Paulo in the period of 1999 to 2008

Sacramento AG. Tipagem molecular de cepas de Enterococcus spp resistentes a vancomicina, isoladas em hospitais da
cidade de Sao Paulo, no periodo de 1999 a 2008. Sio Paulo, SP, 2010. [Dissertacio de Mestrado — Area de concentragio:
Pesquisas Laboratoriais em Saude Publica. Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Coordenadoria de Controle de
Doengas da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo]. Orientadora: Rosemeire Cobo Zanella.

In Séo Paulo, the first report of isolation of vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) was in 1997 and, since
then, this bacteria has been reported in Brazil as responsible for an outbreak of hospital infection. The present study
was to investigate the genetic similarity of samples of VRE in order to analyze the spread of genetic types and subtypes
circulating in 26 hospitals in the Sao Paulo city and region during 10 years. We analyzed 239 strains of VRE isolated
from clinical specimens such as urine (n = 107), blood (n = 81) and liquid cavity (n = 51). Molecular typing of strains
of VRE was performed by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Electrophoretic patterns were analyzed according
to Tenover criteria and the percentage of genetic similarity obtained through the program Bionumerics. The results
of molecular analysis of strains of vancomycin-resistant E. faecium (VRE-EFM) showed greater genetic diversity with
nine types, whereas vancomycin-resistant E. faecalis (VRE-EF) showed three types. The dendrogram analysis showed
that the most common subtypes of VRE-EF (A1 and A8) and VRE-EFM (P1 and P6) showed a genetic similarity of
83% and 96% respectively. Among the hospitals evaluated showed the greatest spread of VRE-EF (85%), although the
presence of both species occurred in 50% of hospitals. This study represents an important tracking of strains of VRE
in Sao Paulo, where it has had an opportunity to characterize strains from various hospitals, both public and private
and thus observe the spread intra and inter-hospital.

Keywords. molecular typing, vancomycin-resistant Enterococcus (VRE), electrophoresis pulsed field gel electrophoresis
(PFGE), hospital infection, Sao Paulo City.

Suport: Instituto Adolfo Lutz Projeto # CCD-BM 10/96; Masters scholarship CAPES.
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Caracterizagdo e propriedades funcionais de dleos extraidos de
castanhas e nozes

Costa T. Characterization and functional properties of oils extracted from nuts and walnuts. Sao José do Rio Preto, SP.
2011. [Dissertagio de Mestrado — Area de concentragio: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sdo José do Rio Preto - UNESP].

Orientadora: Neuza Jorge.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma rela¢ao inversa entre a ingestao de castanhas e nozes e as
doencas cronicas, tais como doencgas cardiovasculares e cancer. As castanhas e nozes possuem dcidos fendlicos e
flavonoides, além de serem ricas em tocoferdis, fitosterois e esqualeno. Sdo fontes de carboidratos, acidos graxos
essenciais e minerais. Os possiveis efeitos benéficos desses compostos se devem a sua atividade antioxidante e
antiproliferativa. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os 6leos extraidos de castanhas e
nozesa fim deidentificar compostos bioativos benéficos para aplicagdo destes 6leos especiais em alimentos. Foi realizada
a determinac¢do da composi¢do centesimal de castanhas do Brasil (Bertholletia excelsa), Sapucaia (Lecythis pisonis),
Cotia (Couepia edulis) e Gurguéia (Dipteryx lacunifera) e das nozes Pecd (Carya illinoensis) e Noz (Juglans regia).
Os 6leos foram extraidos das castanhas e nozes a frio e analisados quanto a caracterizagio fisico-quimica (teor de acidos
graxos livres, indice de acidez, de perdxidos, de iodo, de refragao, indice de saponificacao, matéria insaponificavel e
estabilidade oxidativa), composi¢do em dcidos graxos, tocoferdis e compostos fenolicos totais. Os resultados foram
submetidos a analises de varidncia e testes de Tukey para médias a 5%, empregando o programa ESTAT versao 2.0.
Pelos resultados, verificou-se que as castanhas e nozes estudadas possuem composi¢do centesimal distinta, porém
constituiram fontes significativas de lipidios (35,74-68,89%), sendo uma fonte alternativa para oleos vegetais
comestiveis. As propriedades fisico-quimicas dos 6leos extraidos das castanhas e nozes foram comparaveis as de dleos
convencionais de boa qualidade, além de possuirem como acidos graxos majoritarios o palmitico, o estedrico, o oleico
e o linoleico, perfazendo 87-99% de sua composi¢do. Quanto aos teores de compostos fenélicos e tocoferdis, o dleo
da castanha de Cotia destacou-se com 2,02 mg EAG/g e 484,50 mg/kg, respectivamente. Porém, de modo geral, as
oleaginosas apresentaram quantidades significativas de compostos fendlicos totais e tocoferdis.

Palavras-chave. 6leos vegetais, alimentos funcionais, oleaginosas, acidos graxos, tocoferois, estabilidade oxidativa.
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Errata

RIAL 70(1), 2011-11-22

Pagina 63
Onde se 1é: constiui (1° paragrafo, segunda linha)

Leia-se: constitui

Onde se 1é: Universidade do Sudoeste da Bahia/UESB (6° paragrafo, quinta linha)
Leia-se: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia/UESB
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resultados parciais.

Informagdes complementares:

= Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, graficos 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 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 citagio. Citacdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto tnico.

1.5 RELATOS DE CAs0: Sdo textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado ¢ anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia

dos resultados nao ¢é 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 niao devem repetir dados ja descritos

em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
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= 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 citagio. Citacdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Devem apresentar Introdugao, 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 apos a defesa.

Informagdes complementares:

= Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da instituigdo em que foi apresentado, area
de concentragio e ano da defesa.

2. APRESENTAGAO D0 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; Discussdo; Conclusdo; 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 o manuscrito for submetido em inglés, deve ser fornecido um

titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors ICMJE), sdo considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente para
a concepgao e planejamento, ou analise e interpretagdo dos dados; contribuiram significativamente na elaboragéo do rascunho ou na reviséo critica do contedo
e participaram da aprovagio da versdo final do mesmo. Somente a aquisi¢do de financiamento, a coleta de dados ou supervisdo 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 tiltimo 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.

Afilia¢ao: Deve ser indicada a instituigdo a qual cada autor esta afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de afiliagdo: laboratorio, setor, segéo,
servigo, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, 0 nome da agéncia financiadora e o respectivo nimero do processo.

Apresentagdo prévia: Quando baseado em tese ou dissertagio, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de pés-graduagio e institui¢do onde foi

apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagéo.
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 conclusoes.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do conteudo, extraidos do vocabulario Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da Bire-
me (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso nio sejam encontrados descritores adequados para a temdtica do manuscrito, poderio ser indicados termos ndo 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 conclusdes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a respectiva defini¢ao, quando neces-
saria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagdo e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentacao, 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 limitagdes. Os critérios
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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.

C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se com a descri¢do dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessdrias para argumentagio e a descrigdo dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os graficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas ndo devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos

devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discussao: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cien-
tifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicagao de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem
servir de apoio as argumentagoes do autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente
hipéteses e generalizagdes baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas

em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora nio preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragdo ao trabalho. Serd preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisdo critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissdo expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declara¢do de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também

pode constar desta parte apoio logistico de instituigoes.

2.3 CITAgA0 No TEXTO: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu niimero 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.

« »

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 multipla).

Exemplos: Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragdo dos nutrientes no rétulo do alimento ¢ mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.061, de extragdo e determinagdo da GT por calculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagio
em chama (GC/DIC)2,3.

Segundo Chang et al31, o aumento do tamanho das particulas resulta numa redugdo da 4rea de superficie conferindo uma melhora na retengio e estabilidade

das mesmas.

2.4 REFERENCIAS: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. As referéncias devem ser
normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication,
numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periédicos 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 periodicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagéao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislagao e quantifi-
cagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensdo. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2¢ ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

Lopez D, organizador. Estudos epidemiolégicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.
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Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001 [acesso 2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://www.
nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:

Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.p.64-76.

Dissertagdes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertacdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagao de métodos cromatograficos e avaliagao da estabilidade de vitaminas hidrossoltiveis em alimentos [tese de doutora-
do]. Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simposios, 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 Infecges e Saude
Publica; agosto de 2004; Sdo Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da 4gua. [acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T &db=&doci].

Legislagao:
Brasil. Ministério da Satude. Resolugao 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¢éo 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para anélise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 4* ed. [1* ed. digital].
Sao Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. [acesso 2008 nov 25]. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&fun
c=select&orderby=1&Itemid=7].

Organizacion Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

Patente:
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors: Novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to eletrophysiology of the heart. US patent 5,529,067.
1995 Jun 25.

Casos nao contemplados nesta instrugdo devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em:
http://www.cmje.org.

Referéncias a documentos nao indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagio circunscrita a uma institui¢do 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 gréficos ou tabulares apresentados serdo identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um,
e ndo como quadros, grdficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados, numeradas consecuti-
vamente com algarismos arabicos, 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 niimero 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 autorizacao da revista que a publicou, para sua reprodugao.

B) Figuras: As ilustragoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas consecutiva-
mente com algarismos ardbicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admiti-
das para publicagao figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressao, preferencialmente no formato vetorial. No formato JPEG,
a resolugdo minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for necesséria a clareza da informagio 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.
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3. DECLARAGOES E DOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, sdo solicitados
alguns documentos e declaragoes 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 seréo solicitados é varidvel:

Documento/declaragio Quem assina Quando anexar
Carta de Apresentagao Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsével Aprovagio
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagao

A carta de Apresentagao do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

= Um pardgrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgio e planejamento ou anélise e interpretagio dos
dados; ter contribuido significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisio critica do contetido; 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 pardagrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.

= Um paragrafo contendo a declaragio que o trabalho néo foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periédico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar

documento transferindo os direitos autorais. O artigo s6 sera liberado para publica¢do quando esse documento estiver de posse da RIAL .

4. VERIFICACAO DOS ITENS EXIGIDOS NA SUBMISSAO:
. Nome e institui¢do de afiliagio de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.
. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.
. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

1

2

3

4

5. Carta de Apresentagdo assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e numero(s) do processo(s).

7. No caso de artigo baseado em tese/dissertagao, indicar o nome da instituigdo/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagido no texto e numeradas, e se todas estdo 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 tif, ou jpeg, ou bmp, com resolugdo minima 300 dpi.

5. REVISAO DA REDAGAO CIENTIFICA: Para ser publicado, o manuscrito aprovado é submetido a revisio da redagio cientifica, gramatical e de estilo. A
RIAL se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando a manuten¢io da homogeneidade e qualidade da publicagio, respeitando, porém, o estilo
e as opinides dos autores. Inclusive a versdo em inglés do artigo terd esta etapa de reviséo.

6. PROVAS: Apoés sua aprovagio pelos editores, o0 manuscrito sera revisado quanto a redacéo cientifica. O autor responsavel pela correspondéncia receberd as
provas gréficas para revisdo por correio eletrdnico em formato pdf (portable document format). O prazo maximo para a revisio da prova ¢ de dois dias. E impor-
tante cumprir os prazos de revisdo para garantir a publicagdo no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderdo resultar em remanejamento do artigo para

fasciculos subsequentes.

7. PUBLICAGCAO E DISTRIBUICAO: Os artigos serdo publicados em ordem cronoldgica de aprovagio. As datas de recebimento e de aprovagio do artigo
constarao 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 é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta de periédicos nacionais ou estrangeiros.

Assessoria Editorial:

press
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