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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar a participagdo de Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) na etiologia
da mastite em rebanhos bovinos leiteiros da regiao sul de Minas Gerais, identificar as espécies bacterianas
envolvidas e tragar os perfis de susceptibilidade destas as drogas antimicrobianas. Foram analisadas 2.492
vacas de 35 rebanhos, sob diferentes sistemas de manejo, no periodo de 2004 a 2008. Os indices de mastite
clinica e subclinica foram de 9,87% e 52,2%, respectivamente. Foram cultivadas 1.645 amostras de leite de
quartos mamarios individuais, e 120 cepas de SCN foram isoladas. A frequéncia média de isolamentos de SCN
entre os rebanhos foi de 8,35%, com variagdes de 0% a 27,27%. Observou-se grande diversidade de espécies
de SCN, sendo as mais frequentes Staphylococcus hyicus (15,0%), Staphylococcus chromogenes (12,5%),
Staphylococcus gallinarum (12,5%), Staphylococcus lentus (12,5%) e Staphylococcus epidermidis (10,8%). Os
testes de antibiograma apontaram que 28% dos isolados eram resistentes a penicilina, 21% a estreptomicina,
18% a ampicilina e 14% a tetraciclina. Todas as amostras isoladas apresentaram 100% de sensibilidade
frente a danofloxacina, enrofloxacina e florfenicol. Baixa frequéncia de amostras multirresistentes as drogas
antimicrobianas foi observada na populagio estudada.

Palavras-chave. doengas infecciosas, infec¢do intramamaria, antimicrobianos, resisténcia.

ABSTRACT

This study aimed at assessing the feasibility of coagulase-negative Staphylococcus (SCN) as the etiologic agent
ofclinicaland subclinical mastitisin dairy cattlein the southern region of Minas Gerais state,and to identify the
bacteria species involved and to trace their profiles of susceptibility to antimicrobial drugs. The study included
2,492 cows from 35 herds, under different management systems, in the period of 2004-2008. The rates of
clinical and subclinical mastitis were of 9.87% and 52.2%, respectively. The aseptically collected milk samples
(1,645) from infected udders were cultivated, and 120 strains of SCN were isolated. The average frequency of
isolation was found in 8.35% among the herds, varying from 0% to 27.27%. A high diversity of SCN species
was isolated, an the most frequent were Staphylococcus hyicus (15.0%), Staphylococcus chromogenes (12.5%),
Staphylococcus gallinarum (12.5%), Staphylococcus lentus (12.5%) and Staphylococcus epidermidis (10.8%).
The antimicrobial susceptibility testing showed that 28% of the strains were resistant to penicillin, 21% to
streptomycin, 18% to ampicillin and 14% to tetracycline. All strains showed 100% susceptibility to danofloxacin,
enrofloxacin and florfenicol. Low frequency of multiresistant strains was found in the studied population.
Keywords. infectious diseases, intramammary infection, antimicrobials, resistance.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 35 rebanhos de bovinos da regido sul de

INTRODUGAO Minas Gerais avaliados no periodo de 2004 a 2008
Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) constituem Rebanho Vacas em Maneio Producio
um grupo bastante heterogéneo de micro-organismos lactacio ! Diaria (L)
associados a infeccoes da glandula mamaria d'e bovinos, ) 0 Piquetes 450
sendo comumente encontrados no ambiente dos o
estabelecimentos de ordenha, em equipamentos de 2 M iquetes 600
ordenha e na pele dos tetos'?. 3 42 Free-stall 716
O aumento da prevaléncia das mastites bovinas 4 105 Semiconfinado 2.300
por SCN ¢é assinalado por diversos autores,‘prlnapalmente 5 2 Piquetes 180
em rebanhos que adotaram programas efetivos de controle . L6 o 150
. o (. t
das infec¢bes intramamarias (IIM) causadas por agentes S
contagiosos como Staphylococcus aureus e Streptococcus 7 80 Free-stall 1.200
agalactiae>>>%7. No entanto, a relevancia de SCN como 8 65 Free-stall 1.400
'figentes de mastites clinicas e subchmcas,, bem como o 9 28 Confinamento total 800
impacto dos mesmos nas contagens de células somaticas 0 . Piovet 430
do leite do tanque (CCSLT) tem sido objeto de intensas Hquetes
discussdes. Alguns estudos apontam maior frequéncia de 11 140 Semiconfinado 2.100
isolamentos de SCN em vacas de primeira lactacio e a sua 12 63 Piquetes 700
associa¢do com infecgdes subclinicas e baixas contagens de 13 51 Piquetes 400
células somaticas no leite (CCS):3210l Qutros estudos!>*? i
. , 14 77 Semiconfinado 1.200
sugerem que quartos infectados por estes patdgenos
apresentam maior resisténcia a infec¢des por S. aureus 15 56 Semiconfinado 200
e S. agalactiae, apesar de haver estudos que demonstram 16 56 Piquetes 740
que este efeito protetor ndo existe e que, apesar de serem 17 46 Piquetes 400
considerados menos patogénicos que S. aureus, as taxas de cura i
R . - . . 18 31 Semiconfinado 600
espontanea das infeccoes causadas por SCN sio consideradas
baixas, ocasionando infeccbes que podem persistir por toda 19 27 Piquetes >00
a lactagdo. Como resultado, as mastites causadas por esses 20 220 Semiconfinado 2.900
micro-organismos causam fibrose interalveolar do tecido 21 86 Piquetes 1.100
mamadrio, perda da funcio secretdria e alteracdes qualitativas
K P' K & K ¢ q 22 35 Piquetes 400
e quantitativas do leite produzido pelos quartos afetados,
ocasionando expressivas perdas de produgao'*!>'e, 2 40 Piquetes 600
Neste trabalho, foi avaliada a participagao 24 66 Semiconfinado 700
dos SCN na etiologia da mastite em rebanhos bovinos 25 78 Piquetes 1.100
leiteir regia 1 de Min rais, identificando-
eite c?s'da eg ao.su de as Ge a.s,. .de tificando-se o - Confinamento total —
as espécies envolvidas e a sua susceptibilidade frente aos .
antimicrobianos utilizados nos tratamentos das IIM. 27 102 Piquetes 2.500
28 142 Free-stall 3.300
. 29 70 Piquetes 800
MATERIAL E METODOS 30 61 Semiconfinado 600
O presente estudo foi realizado no periodo de 31 120 Semiconfinado 2.100
2004 a 2008 e envolveu 2.492 vacas em diferentes estagios 32 190 Semiconfinado 4.400
de lactagdo, de 35 rebanhos leiteiros da regiao sul do 33 22 Semiconfinado 3.500
f:stado de~M1nas Gera1§. Na Tabela 1, foram com~p11a.das as % - Semiconfinado S
informagdes sobre o nimero de vacas em lactagio, tipo de
35 68 Piquetes 1.600

manejo e produgao didria média.
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As vacas lactantes foram submetidas ao teste da
caneca de fundo escuro e ao CMT (California Mastitis
Test), visando ao diagnéstico da mastite clinica e subclinica,
respectivamente. Quartos mamarios positivos frente
ao teste de CMT (+, ++ ou +++) ou que apresentavam
mastite clinica, sem tratamento com antimicrobianos,
foram amostrados para avaliagao microbioldgica.

Previamente a coleta das amostras de leite, foi
realizada a higienizacdo dos tetos com agua, quando
necessario, e a antissepsia com dalcool iodado 1%.
Foram coletadas amostras de leite de 1.645 quartos
mamarios individuais acometidos pela mastite (238
de casos clinicos e 1.407 de casos subclinicos) para
analises microbiologicas. As amostras foram semeadas
em placas contendo agar sangue (5% de sangue ovino),
incubadas a 37 °C por 18-24 horas e avaliadas quanto ao
crescimento de colonias sugestivas de Staphylococcus spp.
O crescimento de mais de dois tipos de micro-organismos
foi interpretado como indicio de contaminagao na coleta,
conforme preconizado por Brito e Brito".

A identificagio de SCN foi realizada segundo
Quinn et al.’® e a identificagdo das espécies foi realizada
por meio das chaves de identificacdo fenotipica propostas
por Holt et al.”®. Os micro-organismos isolados foram
preservados em meio de congelamento (caldo infusdo
de cerébro e coragdo adicionado de 20% de glicerol), em
temperatura de -70 °C, até a realizagdo dos ensaios.

A avaliacio da susceptibilidade aos antimicrobianos
foi realizada por meio da técnica de difusdo em agar,
de acordo com as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI®. Foram testados os seguintes
principios ativos antimicrobianos: ampicilina (10ug),
cefalotina (30pg), cefotaxima (30ug), ceftiofur (30ug),
cefquimona (30ug), cloranfenicol (30pg), danofloxacina
(10pg), enrofloxacina (10ug), estreptomicina (10ug),
florfenicol (30pg), gentamicina (10pg),lincomicina (15pug),
neomicina (30pg), nitrofurantoina (300UI), novobiocina
(30pg), penicilina G (10ug), polimixina B (300 UI),
tetraciclina (30pg) e as associagdes de sulfametoxazol
(23,75ug) e trimetoprim (1,25pug) e de neomicina,
bacitracina e tetraciclina (NBT). Determinou-se, a partir
dos resultados dos testes de antibiograma, o indice de
resisténcia multipla (indice MAR) para os isolados. O
indice MAR é determinado pela propor¢do percentual
de resisténcia aos agentes antimicrobianos testados®. As
amostras de S. aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram
utilizadas para controle dos testes de antibiograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de mastite clinica e subclinica observadas
foram respectivamente de 9,8% e 52,2%. Dos 1.645
quartos mamarios amostrados para fins de determina¢io
da etiologia da mastite, foram isoladas 120 cepas de SCN,
sendo seis isolados provenientes de mastite clinica e
114 de mastite subclinica. Os isolados foram obtidos em
cultura pura em 75% das amostras positivas para SCN.

A frequéncia média de isolamentos de SCN foi de
8,35%, com variagdes entre os rebanhos de 0% a 27,27%
(Tabela 2). Levantamentos realizados em diversas regides
do Brasil apontaram prevaléncias de SCN varidveis entre
12,3% e 46)3%17,22,23,24,25.

Embora SCN tenha sido associado com IIM na
maior parte dos rebanhos estudados (85,7%), verificou-se
a maior frequéncia de isolamentos (>10% das amostras
analisadas positivas para SCN) em dez dos rebanhos
analisados, dos quais quatro (11,42%) adotavam
programa de controle efetivo da mastite contagiosa, e
apresentavam baixas frequéncias de isolamentos por
S. aureus e S. agalactiae (Tabela 2), conforme assinalaram
Laffranchi et al.5, Sears e McCarthy' e Tenhagen et al.?.
Estudos prévios'>"* sugerem que quartos infectados
por patdgenos menores, dentre os quais se incluem os
SCN, apresentam maior resisténcia a infecgdo pelos
patdgenos maiores S. aureus e S. agalactiae, porém tal
fato ainda nio foi devidamente elucidado. Além disso,
Schukken et al.!* verificaram maior produgio de leite
em quartos infectados por SCN em relacido aqueles nao
infectados ou infectados por patégenos maiores, tais
como S. aureus e S. agalactiae. Contudo, alguns estudos
apontam que as infec¢des ocasionadas por este grupo de
agentes podem se tornar persistentes, com repercussoes
negativas na qualidade do leite'*'s.

As espécies de SCN identificadas e respectivas
frequéncias de isolamento encontram-se relacionadas na
Tabela 3. Foram identificadas como as mais frequentes
S. hyicus (15,0%), S. chromogenes (12,5%), S. gallinarum
(12,5%), S. lentus (12,5%) e S. epidermidis (10,8%).
As espécies S. haemolyticus, S. caprae, S. simulans,
S. hominis, S. sciuri, S. capitis e S. carnosus ocorreram
com menor frequéncia, perfazendo juntas, 22,5% dos
isolados. Neste trabalho, S. sciuri representou apenas
2,5% dos isolamentos e ndo foram isoladas amostras de
S. xylosus, espécies tipicamente ambientais. Outras 17
amostras de SCN (14,3%) ndo puderam ser identificadas
por meio dos testes utilizados e foram caracterizadas
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Tabela 2. Taxas de isolamento de Staphylococcus coagulase-negativa (SCN), indices de mastite subclinica (IMSC) e adogdo de
medidas de controle para mastite nos rebanhos estudados

SCN IMSC PRE- POS- MAN. HIG.
Rebanho TVS
(%) (%) DIP DIP ORD. ORD.

3 0,00 58,75 Sim Sim Nio Sim Satisfatdria
6 0,00 60,32 Nao Sim Sim Sim Insatisfatoria
13 0,00 70,20 Nao Sim Nao Nao Insatisfatdria
25 0,00 53,16 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
35 0,00 35,66 Sim Sim Nao Sim Satisfatoria
16 1,69 85,45 Nao Sim Nio Sim Insatisfatoria
31 2,56 34,16 Sim Sim Sim Nio Satisfatéria
26 3,33 43,56 Sim Sim Nao Nao Satisfatdria
29 3,39 71,83 Nao Nao Sim Seletivo Satisfatdria
5 3,85 57,95 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
19 4,00 50,00 Sim Sim Nao Sim Insatisfatoria
30 4,17 69,75 Sim Sim Nao Nao Insatisfatoria
22 5,26 35,41 Nao Sim Nao Sim Insatisfatoria
17 5,41 53,88 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
11 6,25 51,92 Nio Sim Nao Seletivo Satisfatoria
12 6,25 76,58 Nao Sim Nao Nao Insatisfatoria
27 6,82 17,14 Sim Sim Nio Sim Satisfatoria
14 7,27 80,55 Nao Sim Nio Seletivo Insatisfatoria
7 7,41 66,66 Sim Sim Nao Sim Insatisfatoria
28 8,33 36,98 Sim Sim Nao Sim Insatisfatoria
18 8,70 22,40 Sim Sim Sim Sim Insatisfatoria
33 8,70 40,00 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
21 8,77 69,61 Nao Nao Nao Nao Insatisfatoria
4 9,52 62,26 Sim Sim Nao Seletivo Insatisfatoria
20 9,62 30,26 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
24 10,42 67,30 Nao Sim Nao Nao Insatisfatoria
1 10,77 65,13 Nao Nao Nao Nio Satisfatoria
15 12,24 47,80 Nao Sim Sim Sim Insatisfatoria
23 14,00 54,60 Nao Sim Nao Nao Insatisfatoria
2 15,22 41,24 Sim Sim Nio Sim Insatisfatoria
10 17,24 58,59 Nao Sim Nao Nao Satisfatdria
8 18,18 17,42 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
34 22,22 63,57 Sim Sim Sim Sim Satisfatdria
32 23,40 27,13 Sim Sim Nao Sim Satisfatdria
9 27,27 50,00 Sim Sim Sim Sim Satisfatoria

SCN (%) = taxa de isolamento de Staphylococcus coagulase-negativa; IMSC (%) = taxa de mastite subclinica; PRE-DIP =
Pré-dipping; POS-DIP = Pés-dipping; MAN. ORD.= Manutengio da ordenhadeira mecanica; TVS = Tratamento de vacas
secas; HIG. ORD. = Higiene da ordenha
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como Staphylococcus spp. Resultados semelhantes foram
descritos por Sears e McCarthy' e Liithje e Schwarz”,
que verificaram maiores frequéncias de isolamentos
de S. chromogenes e S. epidermidis e baixos indices de
S. sciuri, S. capitis, S. hominis e S. caprae em IIM de
bovinos. Taponen et al.'é, por outro lado, obtiveram
maior frequéncia de isolamentos de S. simulans (43,6%),
seguido de S. chromogenes (23,3%) entre SCN isolados
de casos de mastite bovina, enquanto Brabes et al.*
identificaram S. chromogenes (11,8%), S. sciuri (9,4%),
S. simulans (7,0%), S. hyicus (6,3%) e S. xylosus (4,7%)
como as espécies mais frequentes em rebanhos de
Minas Gerais e Sdo Paulo.

As variacbes observadas quanto as espécies de
SCN identificadas e quanto as frequéncias de participacao
das mesmas na etiologia das IIM podem ser justificadas
pela ampla diversidade de espécies existentes entre os
SCN e possivelmente por diferentes condigdes de ordenha
e fatores relacionados ao manejo dos animais, conforme
assinalado por Mendonca et al.®* . Além disso, verifica-se
uma grande heterogeneidade no grupo de SCN que possui
dezenas de espécies'® com caracteristicas predominantes
de agente contagioso, mas com a existéncia de espécies
tipicamente ambientais, como S. sciuri e S. xylosus'.

Os perfis de susceptibilidade in vitro aos
antimicrobianos obtidos das 120 cepas de SCN
encontram-se na Tabela 4. Dentre os isolados, 33 (28%)
foram resistentes a penicilina, 25 (21%) a estreptomicina,
22 (18%) a ampicilina e 17 (14%) a tetraciclina.
Verificaram-se indices de resisténcia inferiores a 5% para
as cefalosporinas, gentamicina, novobiocina, cloranfenicol,
nitrofurantoina, polimixina B e para as associagbes de
sulfametoxazol e trimetoprim e de neomicina, bacitracina
e tetraciclina. Dentre os antimicrobianos de utilizacao
em medicina veterindria para tratamento das IIM,
danofloxacina, enrofloxacina e florfenicol foram aqueles
que apresentaram maior efetividade in vitro (100%)
frente aos isolados testados, fazendo destes uma opc¢io
de tratamento das mastites ocasionadas por SCN.

Os betalactamicos, ampicilina e penicilina, e a
tetraciclina, antimicrobianos amplamente empregados
no tratamento da mastite e de outros processos infecciosos
em bovinos, demonstraram, comparativamente aos
demais antimicrobianos testados, baixa efetividade
in vitro contra SCN, em concordéncia com estudos
prévios?****!. Tal fato orienta para que a utilizagdo destas
bases seja realizada apds criteriosa avaliagdo de sua
eficiéncia contra os patégenos presentes no rebanho.

Tabela 3. Identificagdo de espécies de Staphylococcus coagulase-
negativa isoladas em casos de mastite em bovinos da bacia leiteira do
sul de Minas Gerais, no periodo de 2004 a 2008

Ne de
Espécie Percentual
isolados

Staphylococcus hyicus 18 15,0
Staphylococcus chromogenes 15 12,5
Staphylococcus gallinarum 15 12,5
Staphylococcus lentus 15 12,5
Staphylococcus epidermidis 13 10,8
Staphylococcus haemolyticus 07 5,8
Staphylococcus caprae 06 5,0
Staphylococcus simulans 05 42
Staphylococcus hominis 04 3,3
Staphylococcus sciuri 03 2,5
Staphylococcus capitis 01 0,8
Staphylococcus carnosus 01 0,8
Staphylococcus spp. 17 14,3

Total 20 100

O percentual de multirresisténcia revelado

pelos diferentes isolados de SCN estudados foi bastante
reduzido, verificando-se que 55,1% deles foram sensiveis a
todas as bases testadas e que somente 13,0% das mesmas
apresentaram indice MAR maiores que 0,20, o que
caracteriza a multirresisténcia*. Embora os resultados dos
antibiogramas tenham demonstrado a susceptibilidade
dos isolados testados para a maioria das bases utilizadas na
rotina de tratamento das mastites bovinas, a determinagio
dos perfis de sensibilidade aos antimicrobianos fornece
subsidios para o controle mais racional das mastites
causadas por estes micro-organismos, permitindo a
escolha mais criteriosa das bases a serem utilizadas,
minimizando a pressao de selecdo dos micro-organismos
envolvidos na etiologia das IIM no rebanho.

A baixa frequéncia de isolamentos de SCN
e a susceptibilidade dos mesmos para a maioria dos
antimicrobianos testados podem sugerir que estes
tenham importancia secunddria na etiologia das IIM
nos rebanhos estudados. No entanto, estudos recentes
demonstraram que as infecgdes por esses agentes sdo de
extrema relevincia para vacas primiparas*>", adquirindo
maior expressdo em rebanhos nos quais as infec¢oes por
patégenos maiores foram controladas, nos quais podem
representar a principal causa de elevagdo da CCSLT*"'416,
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Tabela 4. Avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos de 120 cepas de Staphylococcus coagulase-negativa isoladas de casos subclinicos e clinicos
de mastite em 35 rebanhos bovinos da regido sul de Minas Gerais, no periodo de 2004 a 2008

Espécie Numero de cepas resistentes aos antimicrobianos
(Ne de
o) 2 B 5 5 53 2% %2 585855 E¢8 5 E
S. capitis (1) 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0
S. caprae (6) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1
S. chromogenes (15) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S. epidermidis (13) 3 0 0 0 0 1 0 0 5 0 0 1 0 1 0 0 3 0 0 1
S. gallinarum (15) 3 0 1 1 1 0 0 0 3 0 0 2 0 1 0 1 5 0 0 3
S. haemolyticus (7) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
S. hominis (4) 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
S. hyicus (18) 2 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
S. lentus (15) 3 0 0 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1
S. sciuri (3) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1
S. simulans (5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Outras (17) 4 2 0 1 2 2 0 0 6 0 2 4 1 1 1 4 12 1 3 4
% de
8 33 08 1,7 33 33 0 0 21 0 33 92 08 25 1,7 5 28 33 33 14
resisténcia

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CTX: Cefotaxima; CFQ: Cefquimona; CFT: Ceftiofur; CLO: Cloranfenicol; DAN: Danofloxacina; ENR:
Enrofloxacina; EST: Estreptomicina; FLO: Florfenicol; GEN: Gentamicina; LIN: Lincomicina; NBT: associagido de Neomicina, Bacitracina
e Tetraciclina; NEO: Neomicina; NIT: Nitrofurantoina; NOV: Novobiocina; PEN: Penicilina; POL: Polimixina B; SUT: Trimetoprim /

Sulfametoxazol; TET: Tetraciclina
CONCLUSAO

Staphylococcus coagulase-negativa apresentaram
ampla dissemina¢ao entre os rebanhos estudados,
verificando-se maior frequéncia de isolamentos em
rebanhos onde as IIM ocasionadas por patdgenos
contagiosos maiores foram controladas.

Observou-se grande diversidade entre as espécies
de SCN na populagao estudada, sendo Staphylococcus
hyicus a espécie mais frequente.

A populagio testada apresentou baixa resisténcia
in vitro aos antimicrobianos utilizados no tratamento
de IIM de bovinos.
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RESUMO

O queijo Minas Frescal, em fun¢io do alto teor de umidade, torna-se susceptivel a contaminagées por
micro-organismos. Varios estudos tém mostrado a ocorréncia variavel de patégenos em queijo Minas
Frescal, sendo comuns altas contagens de coliformes termotolerantes. Neste estudo, foram analisadas
as condi¢des higiénico-sanitdrias, a presenca de micro-organismos potencialmente patogénicos e as
informagdes no rétulo em 30 amostras (22 industrializadas e oito caseiras) de queijos Minas Frescal,
comercializadas na regido de Ribeirdo Preto-SP. A qualidade microbioldgica foi avaliada por enumeracéo
de coliformes termotolerantes e de estafilococos coagulase-positiva e pela pesquisa de Salmonella spp.
e Listeria monocytogenes, seguindo-se a Resolugdo — RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da ANVISA.
Foram também realizadas a enumeragio de coliformes totais e a pesquisa de Shigella spp. A analise do
rétulo foi efetuada seguindo-se as legislagoes da ANVISA/MS, do MAPA e do INMETRO. Do total de
amostras, 63,4% apresentaram coliformes termotolerantes acima de 1,1 x 10° NMP/g, sendo 23,4% e
40,0% correspondentes, respectivamente, as amostras de queijos dos tipos caseiro e industrializado. Nao
foram isoladas Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Shigella spp. Das 22 amostras industrializadas,
71% apresentaram rétulos em ndo conformidade. As amostras caseiras e as industrializadas mostraram
baixa qualidade microbioldgica.

Palavras-chave. queijo Minas Frescal, qualidade microbioldgica, rotulagem de alimentos.

ABSTRACT

Minas Frescal Cheese is prone to be contaminated by microorganisms due to high water contents. Several
studies have shown that pathogens occurring in this kind of cheese are highly variable, and high counting
of fecal coliforms is very common. This study aimed at analyzing the hygienic-sanitary conditions, the
presence of pathogens, and to evaluate the label information in 30 samples of Minas Frescal Cheese,
marketed in the region of Ribeirdo Preto, SP. Microbiological quality was assessed searching for total
and thermotolerant coliforms, coagulase positive staphylococci, Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
according to Resolution - RDC n ° 12, January 2, 2001, ANVISA. Also, coliforms counting and Shigella
spp. searching were carried out. The label information was assessed following the ANVISA/MS, MAPA
and INMETRO legislations. Of the total samples, 63.4% showed fecal coliforms above 1.1 x 10° MPN/g,
and 23.4% and 40.0% corresponded to homemade samples and industrialized cheese, respectively.
Neither Salmonella spp., nor Listeria monocytogenes and Shigella spp. was isolated from any samples. Of 22
industrialized samples, 71% presented unconformity in labels. The industrialized and homemade cheese
samples showed low microbiological quality.

Keywords. Minas Frescal cheese, microbiological quality, label information.
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INTRODUCAO

O leite e seus derivados, assim como as carnes e
0s ovos, correspondem a maior parte da parcela proteica
de origem animal ingerida pelo homem. Dentre os varios
produtos derivados do leite, o queijo se destaca por ser o mais
consumido, sendo que a produg¢io brasileira em 2008 foi
de aproximadamente 670 mil toneladas'. Sua popularidade
¢ atribuida ao sabor, a conveniéncia, versatilidade de uso e
ampla variedade de tipos, além do alto valor nutricional®.
De acordo com Perry?®, o processo basico de fabricacao de
queijos ¢ comum aos mais diferentes tipos, dependendo de
variagdes como: origem do leite, técnicas de processamento
e tempo de maturacdo. O comércio mundial disponibiliza
aos consumidores cerca de 1.000 tipos de queijos e a Franga,
sozinha, fabrica 400 desses tipos.

Os produtos derivados do leite, em especial os
queijos, sdo considerados veiculos comuns de patdgenos,
pois constituem um meio apropriado para a sobrevivéncia
desses micro-organismos. Os queijos frescos e macios, em
particular, fornecem excelentes condi¢cdes de multiplicagdo
de micro-organismos deteriorantes e potencialmente
patogénicos, tais como Salmonella spp., Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes, e tém sido implicados
com frequéncia em surtos alimentares ocorridos em varios
paises*®. Estudos retrospectivos realizados por De Buyser
et al.® mostraram que em diferentes paises no periodo de
1983-1999, L. monocytogenes foi o patdgeno responsavel
pela ocorréncia de 10 surtos alimentares envolvendo leite
e produtos lacteos: dois associados com leite pasteurizado,
dois com manteiga e seis com queijo (trés fabricados com
leite in natura). Os autores descrevem também a ocorréncia
de um surto em 1985 com mais de 140 casos de morte devido
a um tipo de queijo produzido com leite pasteurizado.

No Brasil, dentre os diferentes tipos de queijo,
destaca-se o queijo Minas Frescal, o qual é classificado como
queijo fresco, devido ao seu alto conteido de umidade,
por ser processado em temperaturas de 32-35 °C, ndo ser
submetido a cura e apresentar baixa percentagem de sal.
De massa branca, tem consisténcia mole e textura fechada,
podendo apresentar olhaduras irregulares, e o seu sabor
vai do suave ao levemente acido'’. E um produto perecivel,
susceptivel a fendmenos bioquimicos e microbiologicos
que afetam as suas caracteristicas de qualidade, rendimento
e durabilidade, apresentando uma vida de prateleira curta,
mesmo sob condigdes adequadas de refrigeracao®.

A extensdo da vida util e a qualidade dos produtos
lacteos dependem, em muitas ocasides, da matéria-prima

utilizada no seu processamento. Quando o numero
de micro-organismos inicialmente presente no leite in
natura é elevado, a qualidade do produto final tende a
ficar aquém do desejado, sendo que essa qualidade ainda
podera sofrer influéncia de outros fatores, tais como: leite
de baixa qualidade ou nédo pasteurizado, condigdes de
fabricagao inadequadas, ineficiéncia ou mesmo auséncia
de etapas de refrigeracao ao longo da cadeia produtiva''*.
A utilizagao de leite in natura ou de seus produtos ¢ uma
importante fonte de veiculagdo de micro-organismos
patogénicos e pode ser responsavel pela ocorréncia de
surtos alimentares®.

Segundo Almeida Filho et al.’¥, um importante
problema brasileiro é o habito de consumir leite e seus
derivados ndo inspecionados, o qual tem origem no
baixo nivel cultural da populagdo que julga os produtos
de origem clandestina superiores aos inspecionados,
por considerar mais “saudaveis’, consistentes, saborosos
e nutritivos em relacdo aos alimentos submetidos aos
processos tecnologicos. Essa também é uma preocupagdo
para muitos outros paises. Nos Estados Unidos, Oliver
et al.’ realizaram uma revisao sobre o envolvimento do
leite e seus produtos na ocorréncia de surtos no periodo
de 2000 a 2008. Nos surtos investigados, muitas pessoas
ficaram doentes, algumas foram hospitalizadas e outras
morreram. Os autores concluiram que na maioria dos
surtos o micro-organismo responsavel foi isolado
do leite ou de seus produtos fabricados com leite nao
pasteurizado ou proveniente de fontes suspeitas. Aqueles
autores observaram também que, durante o periodo
investigado, poucos surtos foram associados ao consumo
de leite pasteurizado.

No comércio podemos encontrar queijos Minas
Frescal de produgdo industrial ou caseira, sendo que
se considera como caseiro os queijos produzidos sem
qualquer tecnologia e que geralmente sdo vendidos
sem rotulo. O queijo Minas Frescal é um queijo fresco,
de pouca maturagdo e que tem algumas diferencas em
relagdo ao queijo Minas Artesanal, o qual é produzido
em fazendas mineiras das regides do Cerrado, Araxa,
Serro, Canastra e Vertente e é elaborado com leite in
natura, exatamente como ¢ ordenhado da vaca. Seu sabor
caracteristico é bem mais pronunciado, a massa é mais
firme e seca e ele é mais caro que o frescal®.

No Brasil, visando a protecdo da saude da
populagao e a qualidade microbioldgica dos produtos
alimenticios, a Resolu¢ao - RDC n° 12 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA/MS, de 02 de
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janeiro de 2001, estabelece os padrdes microbioldgicos
sanitdrios para alimentos, em que a tolerdncia é
maxima e os padrdes sdo minimos para os diferentes
grupos de produtos alimenticios, para fins de registro e
fiscalizagao's. Para queijos de muita alta umidade (>55%),
como o Minas Frescal, elaborados por coagulagio
enzimatica e sem agao de bactérias lacticas, a legislagdo
brasileira'® delimita uma tolerancia de 5,0 x 10° NMP/g
para coliformes termotolerantes e 5,0 x 10° UFC/g para
estafilococos coagulase-positiva e também estabelece
auséncia de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes
em 25 g desse produto.

A legislagao brasileira define rotulagem como “toda
inscri¢ao, legenda, imagem ou toda matéria descritiva
ou grafica, escrita, impressa, estampada, gravada, gravada
em relevo ou litografada ou colada sobre a embalagem
do produto de origem animal””’. Ha uma enorme
variedade e complexidade de produtos alimenticios em
todo o mundo. No Brasil, para reforcar a fiscalizagio dos
alimentos embalados, a ANVISA, o MAPA e o INMETRO
publicaram e estdo continuadamente revisando legislagoes
a serem utilizadas na avaliagdo dos dizeres de rotulagem
dos produtos disponibilizados ao consumidor. De acordo
com Camara et al.’®, a rotulagem dos alimentos auxilia
escolhas alimentares apropriadas, ao orientar o consumidor
sobre a qualidade e a quantidade dos constituintes
nutricionais dos produtos, sendo indispensével, no entanto,
a fidedignidade das informagdes.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivos
verificar as condigdes higiénico-sanitarias, a presenca de
micro-organismos potencialmente patogénicos, assim
como avaliar os dizeres de rotulagem de amostras de
queijos Minas Frescal, comercializadas na regido de
Ribeirao Preto-SP.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas
30 amostras (oito caseiras e 22 industrializadas) de
queijo Minas Frescal, adquiridas aleatoriamente em
supermercados, feiras livres e mercados municipais
da cidade de Ribeirdo Preto-SP e regido, coletadas no
periodo de agosto a novembro de 2009.

Vinte e duas amostras (nove tradicionais e 13 light)
foram consideradas industrializadas por possuirem rétulo
contendo as devidas informagdes e serem inspecionadas
pelo Servico de Inspecao Federal (SIF). As oito amostras
restantes (seis tradicionais e duas light), apesar de estarem
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acondicionadas em embalagem plastica, fechada com feixe
metélico, ndo continham qualquer informacio sobre seu
conteudo, origem, data de fabricagdo e/ou validade, sendo
consideradas caseiras. O peso liquido de cada amostra era
de aproximadamente 0,500 Kg.

Esses queijos foram avaliados quanto a suas
condi¢des higiénico-sanitarias, por meio dos seguintes
pardmetros microbioldgicos: Listeria monocytogenes,
conforme método de andlise descrito no BAM/FDAY,
e coliformes totais/termotolerantes, estafilococos
coagulase-positiva, Shigella spp. e Salmonella spp.,
segundo Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods®.

A enumeragdo de coliformes totais foi realizada
com a finalidade de complementar os dados sobre o
nivel de contaminagio desses produtos por bactérias
indicadoras de higiene. Por outro lado, em estudos como
o de Garcia et al.?!, podemos verificar a ocorréncia de
surtos alimentares por Shigella spp., o que torna relevante
a pesquisa desse patogeno em queijos Minas Frescal.

A existéncia de ndo conformidades em relacido
aos dizeres de rotulagem foi avaliada de acordo com as
legislagbes brasileiras em vigor'” *%. Além dos itens
obrigatorios, algumas informagoes tteis também foram
avaliadas, tais como: telefone ou SAC, e-mail ou site
da empresa e/ou caixa postal. Todos os procedimentos
foram realizados no Nucleo de Ciéncias Quimicas e
Bromatoldgicas do Instituto Adolfo Lutz — Centro de
Laboratdrio Regional de Ribeirao Preto VI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas anélises microbioldgicas
(Tabela 1) evidenciam a baixa qualidade higiénico-sanitaria
das amostras de queijo Minas Frescal avaliadas, sendo
que a contamina¢do encontrada em algumas amostras
representa um risco potencial a saide do consumidor.

A maioria dos queijos avaliados (90%)
apresentou populacdes de coliformes totais acima de
1,1 x 10° NMP/g (Tabela 1). Tal resultado é similar
ao encontrado por Ferreira et al.*, que, ao avaliarem
a qualidade microbiologica de 20 amostras de queijos
Minas Frescal comercializadas em feiras livres da cidade
de Uberlandia-MG, obtiveram populacdes de coliformes
totais superiores a 1,0 x 10° NMP/g em 70% do total de
amostras analisadas, evidenciando, assim, o alto nivel de
contaminagdo desses produtos. Populagoes elevadas de
micro-organismos indicadores de higiene no produto final
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Tabela 1. Populagoes de coliformes totais, coliformes termotolerantes
e estafilococos coagulase positiva em amostras de queijo Minas Frescal
comercializadas na regido de Ribeirdo Preto, SP, Brasil

Coliformes  Coliformes  Estafilococos
Tipo de Totais  Termotolerantes  coagulase
Amostras

fabricagao positiva

(NMP/g)'  (NMP/g)' (UEC/g)*
1 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
2 Industrializada >1,1x10° <0,3 <10?
3 Industrializada  4,6x10* 4,6x10* <10?
4 Industrializada >1,1x10° <0,3 <10?
5 Industrializada <0,3 <0,3 <10?
6 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
7 Industrializada <0,3 <0,3 <10?

8 Industrializada >1,1x10° 1,1x10* 3,9x10°
9 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
10 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
11 Industrializada >1,1x10° 3,6x10? <10?
12 Industrializada <0,3 <0,3 <10?
13 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
14 Industrializada >1,1x10° 4,6x10* <10?
15 Industrializada  1,1x10* 4,6x10? <10?
16 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
17 Industrializada >1,1x10° >1,1x10° <10?
18 Industrializada  >1,1x10° 1,1x10° <10?
19 Industrializada >1,1x10° 2,4x10? <10?

20 Industrializada >1,1x10° 1,1x10° 3,1x107
21 Industrializada >1,1x10° 3,9x10! <10?
22 Industrializada >1,1x10° 2,4x10* <10?
23 Caseira >1,1x10° 1,1x103 <10?

24 Caseira >1,1x10° 4,6x10* 1,3x10°
25 Caseira >1,1x10° 2,4x10° <10?
26 Caseira >1,1x10° 3,9x10° <10?
27 Caseira >1,1x10° 1,1x10° <10?
28 Caseira >1,1x10° 4,6x10° <10?
29 Caseira >1,1x10° 1,2x10* <102

30 Caseira >1,1x10° 1,1x10° 6,4x107
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Figura 1. Populagdes de coliformes termotolerantes em amostras de queijo
Minas Frescal comercializadas na regido de Ribeirao Preto, SP, Brasil

sugerem que o queijo pode ter sido produzido com matéria
prima de ma qualidade ou que houve falhas ao longo do
processo de fabricagdo e armazenamento do mesmo'"*2.

Do total de amostras de queijo Minas Frescal
analisadas, observou-se que 63,4% apresentaram
populagdes de coliformes termotolerantes acima de 1,1 x
10° NMP/g, sendo que 23,4% e 40,0% correspondiam as
amostras de queijos dos tipos caseiro e industrializado,
respectivamente, confirmando que a contamina¢io
encontrada nas amostras industrializadas foi maior
que a encontrada nas consideradas caseiras (Figura 1).
Contudo, esses resultados diferem dos encontrados
por Salotti et al.”, que também avaliaram a qualidade
microbioldgica de 60 amostras de queijo Minas Frescal
e evidenciaram indices de contaminagdo maiores em
amostras consideradas caseiras em relacao as amostras
submetidas ao Servico de Inspecdo Federal (SIF).

No Brasil, ja foram realizados varios estudos que
tinham por finalidade avaliar a qualidade microbioldgica
de amostras de queijo Minas Frescal. Gonzales et al.*®
analisaram 44 amostras comerciais de queijo Minas
Frescal, das quais conseguiram isolar 385 linhagens de
Escherichia coli, sendo cinco cepas enteropatogénicas.
Ferreira et al.?® avaliaram a qualidade microbiolégica de
queijos Minas Frescal comercializados em feiras livres
da cidade de Uberlandia-MG e encontraram populagoes
de coliformes termotolerantes acima de 1,0 x 10° NMP/g
em 65% das 20 amostras avaliadas. Ao investigarem a
qualidade de 30 amostras de queijo Minas Frescal, Peresi
et al.” constataram que 43,3% das amostras artesanais
também continham elevadas populacdes de coliformes
termotolerantes. Rocha et al” também avaliaram as
condi¢des de processamento e comercializacio de 26
lotes de sete marcas diferentes de queijos Minas Frescal e
observaram que a maioria (61%) das amostras analisadas
estava contaminada por coliformes termotolerantes.
Todos esses resultados sio similares ao do presente
estudo, no qual 50% e 53,3% das amostras dos tipos
caseiro e industrializado, respectivamente, apresentaram
populagdes desses micro-organismos indicadores acima
de 5,0 x 10’ NMP/g (Tabela 1).

Lisita et al."' realizaram, em um laticinio com
capacidade média de processamento de quatro mil litros
de leite, o monitoramento da producao de queijo Minas
Frescal e encontraram altas populagdes de coliformes
termotolerantes. Aqueles autores consideraram as etapas de
coagulacdo e de corte como as principais responsaveis pela
contaminagao por coliformes no laticinio monitorado.
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A salmoura também pode recontaminar o
produto e, por isso, conforme o regulamento de inspegao
industrial e sanitaria dos produtos de origem animal ¢é
proibido o emprego de salmouras turvas e sujas, sendo
somente permitida a recuperacdo dessas salmouras apos
fervura e filtragao. Esse regulamento nao estabelece
critérios microbioldgicos para as salmouras, dificultando
um controle mais rigido dessas®.

Na Tabela 1 podemos observar que quatro
amostras, duas industrializadas e duas caseiras, continham
populagoes de estafilococos coagulase-positiva acima de
1,0x 10° UFC/g. Esse resultado é preocupante, uma vez que
a intoxicagao estafilococica pode ocorrer com a ingestdo
de alimento contaminado com menos de 1,0 ug de toxina
produzida por Staphylococcus aureus. Essa quantidade de
toxina é produzida quando a populagdo desse patogeno é
maior ou igual a 1,0 x 10° UFC/g do alimento e em um meio
com atividade de agua igual ou superior a 0,86'. S. aureus
encontra-se largamente distribuido no meio ambiente e
tem como principal habitat a pele, glandulas e membranas
mucosas do homem e animais. A presenca desse
micro-organismo no leite e em seus produtos pode sugerir
a utilizacdo de matéria-prima proveniente de animais
infectados (mastite) ou uma provavel contaminagio por
manipuladores portadores assintomaticos®.

Muitos sdo os relatos sobre a elevada contaminacio
de queijos, principalmente queijos “frescos’, por
estafilococos coagulase-positiva. Loguercio e Aleixo™
isolaram  estafilococos  coagulase-positiva,  com
populagdes acima de 1,0 x 10° UFC/g em 96,67% das
30 amostras que avaliaram de queijo Minas Frescal
produzidas em Cuiabd-MT. Similarmente, em outro estado
brasileiro, Carvalho et al.** pesquisaram a contaminagio
microbioldgica de amostras de leites e queijos vendidos em
Alfenas-MG e encontraram populagdes de estafilococos
coagulase-positiva acima de 1,0 x 10° UFC/g, em
47,83% e 34,78% das 46 amostras de queijo Minas
Frescal (23 caseiras e 23 industrializadas) avaliadas,
respectivamente. Ao investigarem os alimentos e patogenos
responsaveis pela ocorréncia de dois surtos alimentares
em Minas Gerais, Carmo et al.** coletaram amostras de
queijos e leite in natura. No primeiro surto, 50 pessoas
adoeceram apos a ingestdo de queijo Minas Frescal e
no segundo surto, 328 pessoas apresentaram sintomas
(diarreia, vomitos, tonturas, calafrios e dores de cabeca)
apos a ingestao de leite in natura. Os resultados obtidos
mostraram que S. aureus estava presente (2,4 x 10°a 2,0 x
10° UFC/g) e produziu as enterotoxinas SEA, SEB e SEC.
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Em outros paises também é grande a preocupagao
com a presenca de micro-organismos patogénicos nos
produtos de leite, principalmente o queijo, oferecidos a
populacdo. No Reino Unido, Little et al.*® verificaram a
qualidade de queijos produzidos com leite in natura e leite
pasteurizado. De acordo com os autores, os dois tipos de
queijo apresentaram elevadas populagdes de estafilococos
coagulase-positiva, 1,0 x 10° UFC/g para queijos
produzidos com leite pasteurizado e 1,0 x 10* UFC/g
para queijos produzidos com leite in natura. Em um
estudo realizado por Almeida et al.’%, em Portugal, com
70 amostras de queijos fabricados com leite in natura,
os autores observaram que 37 amostras estavam
insatisfatdrias por conterem populacdes de Escherichia
coli e/ou Staphylococcus aureus com populagdes acima
de 10% sendo 11 amostras consideradas inaceitaveis e
potencialmente perigosas por conterem S. aureus e/ou
Salmonella spp. ou L. monocytogenes.

Shigella spp., Salmonella spp. e L. monocytogenes
nido foram detectadas no presente estudo. A auséncia
desses micro-organismos potencialmente patogénicos,
dentre varios motivos, pode ter ocorrido devido a baixa
capacidade de competicdo dessas espécies, em relacio
as outras bactérias presentes nos queijos analisados.
Peresi et al.”, ao avaliarem a qualidade microbioldgica
de 60 amostras de queijo Minas adquiridas em feiras
livres da cidade de Sdo José do Rio Preto-SP, também
ndo encontraram L. monocytogenes. Porém, isolaram
Salmonella spp. de duas (6,7%) amostras.

Neste estudo, foi constatada a presenca
de L. innocua em 5% do total de amostras de queijo
Minas Frescal analisadas. Esse resultado foi semelhante
ao encontrado por Feitosa et al’, que detectaram
Listeria spp. em 9% do total de amostras de queijos,
produzidos no Estado do Rio Grande do Norte. A detecgdo
de apenas uma espécie de Listeria (L. innocua) no presente
estudo corrobora o relato de Farber e Peterkin®, de que
as espécies L. innocua e L. monocytogenes sio mais
comumente encontradas em alimentos.

A frequéncia dos casos de listeriose veiculados por
queijos evidencia a importincia desse alimento e outros
derivados do leite na cadeia epidemioldgica de transmissao
de Listeria spp. Diversos surtos de doengas graves tém
sido associados a ingestdo de produtos lacteos, em razao
principalmente da presenca de L. monocytogenes'. De
acordo com Vasconcelos e Marin®, no Brasil ainda é escasso
o acervo literdrio sobre o consumo de queijo e a ocorréncia
de casos de listeriose e sua severidade, sendo que essas
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Figura 2. Distribuicdo percentual dos rétulos das amostras de queijo
Minas Frescal em desacordo, segundo as normas legais vigentes

informagdes sdo imprescindiveis para estudos detalhados
sobre avaliacdo de risco de L. monocytogenes em queijo
Minas Frescal, proveniente de varios estados brasileiros.

Quanto ao ndo isolamento de Shigella spp.,
Pereira e Silva* confirmam em seu estudo que as shigelas
sdo fracas competidoras frente a metabdlitos de outras
bactérias, como a formacio de acidos por Klebsiella spp.,
Proteus spp. e E. coli. Ressaltam ainda a dificuldade de
encontrar um método que seja o ideal para isolar esse
micro-organismo em alimentos.

Os problemas com a produgao de queijo no
Brasil estdo relacionados as péssimas condicdes do leite
produzido, as condigdes de fabrica¢ao dos queijos e a falta
ou ineficiéncia do sistema de refrigeracdo ao longo da
cadeia produtiva, que agravam a situagdo e criam condigoes
de contaminagao e multiplicagdo de micro-organismos’.
A qualidade e a durabilidade de um produto dependem,
em grande parte, da matéria-prima utilizada na sua
fabricacdo. E dificil melhorar a qualidade de um produto,
se o numero de micro-organismos inicialmente presente
no leite in natura for elevado®.

Quanto a avaliagio da conformidade dos
dizeres de rotulagem das embalagens de queijos Minas
Frescal analisadas, foi constatado que 71% das amostras
consideradas industrializadas estavam em desacordo
com a legislagao em vigor™.

Em relagdo a Instrucio Normativa n°® 22/05",
18% das amostras (Figura 2) apresentaram-se em
desacordo por ndo apresentarem listagem de ingredientes
e/ou indicagdo de origem, mas também, principalmente,
devido ao prazo de validade estar expresso por periodo.
Segundo a legislacdo, deve constar pelo menos o dia e 0 més
para produtos que tenham prazo de validade nao superior
a trés meses ou 0 més e o ano para todos os produtos que
tenham prazo de validade superior a trés meses.

Ja para a Lei n° 10.674/03%, 12% dos rotulos
ndo apresentavam a expressao “ndo contém glaten” ou
a apresentavam de forma incorreta, sem o destaque,
nitidez e facilidade de leitura que ¢é exigido pela legislacdo
(Figura 2). Camara et al.'® ressaltam que a presenga de
glaten ¢é prejudicial para portadores da doenga celiaca, que
é classificada como uma intolerancia permanente ao gliten
(proteina do trigo), doenca esta que agride e danifica o
intestino, prejudicando a absor¢ao dos alimentos.

A Resolugdo n° 359/03* estabelece as por¢des em
medidas caseiras de alimentos embalados para fins de
rotulagem nutricional e, conforme observado na Figura 2,
15% dos rétulos ndo apresentaram essas por¢oes caseiras
ou, quando presentes, as mesmas estavam expressas de
forma incorreta.

Considerando a Resolucdo n° 360/03*, 18%
dos rotulos apresentaram-se em desacordo (Figura 2),
principalmente devido a nao adequagdo das industrias a
legislagdo em vigor, que obriga a rotulagem nutricional
e, ainda, a declaragdo dos seguintes nutrientes: valor
energético, carboidratos, proteinas, gorduras totais,
gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sodio.
Muitas industrias ainda utilizam a antiga rotulagem nos
seus produtos, o que pode ocasionar confusio e escolha
equivocada do produto por parte do consumidor.

A Portaria n° 157/02% estabelece a forma de
expressar a indica¢do quantitativa do contetido liquido dos
produtos pré-medidos e 37% dos rétulos apresentaram
problemas para expressar essa indicagao (Figura 2). Na
maioria das amostras o principal problema encontrado foi
com relacdo as etiquetas que o estabelecimento comercial
colocou nas embalagens, uma vez que o produto queijo tipo
Minas Frescal deve ser pesado na presenca do consumidor.
Essas etiquetas continham os pesos liquidos dos queijos,
porém de uma maneira incorreta, muitas vezes com
abreviaturas, o que pode induzir o consumidor ao erro.

Segundo Camara et al.'® é inegavel a contribui¢ao
do conjunto de normas e leis a rotulagem, no entanto
¢ necessario tornar pratica a legislagio por meio de
uma fiscalizagdo mais rigorosa, para que o consumidor
possa exercer a vigilancia sobre o que compra e,
sobretudo, consome.

CONCLUSAO
As elevadas populacoes de coliformes

totais, coliformes termotolerantes e/ou estafilococos
coagulase-positiva encontradas na maioria das amostras
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avaliadas sugerem o uso de matérias-primas de baixa
qualidade, como leite in natura, condi¢ées inadequadas de
processamento ou ainda armazenamento e transporte dos
produtos inadequados. De um modo geral, as amostras
consideradas industrializadas evidenciaram contaminagdo
maior do que as amostras consideradas caseiras. Tal
resultado vem a confirmar ainda mais a necessidade de uma
fiscalizagao mais efetiva, por parte dos 6rgaos competentes.

A seguranca microbiolégica de um produto sé é
possivel quando conseguimos atuar em todas as fases de
fabricacdo do alimento, minimizando os niveis iniciais
de contaminacio, prevenindo ou limitando o potencial
de multiplicagdo de micro-organismos deteriorantes e
eliminando aqueles potencialmente patogénicos.

Cabe as industrias a utiliza¢do de matérias-primas
de qualidade e a implementacio de boas praticas de
fabricacdo nas linhas de producdo desses produtos.
Ressalta-se também a importancia das informacoes que
sdo colocadas nos rétulos das embalagens, nao induzindo o
consumidor a erros que possam causar riscos a sua satde.
Ressalta-se, ainda, a necessidade de uma fiscalizagdo mais
efetiva e direcionada ao cumprimento fiel das normas
existentes relacionadas a rotulagem desse tipo de alimento.
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RESUMO

Neste estudo foi produzida uma nova formulagio de pao de forma, com adi¢do de concentrado proteico de
soro de leite (CPS) e carbonato de célcio, em concentragdes que resultassem em produto final rico em célcio,
considerando-se que a média nacional de ingestdo desse mineral encontra-se bem abaixo do recomendado.
Foram elaboradas quatro formula¢des de pées de forma. As amostras de massa fresca e os produtos prontos
foram submetidos as analises de pH e acidez. O volume especifico foi realizado somente nos produtos
prontos. Todas as amostras de paes foram avaliadas quanto a aceitacio, e o teor de calcio foi determinado nas
formulagdes F1, F2 e F3. A composi¢do quimica foi determinada nos pées selecionados na etapa sensorial
e com teor minimo de célcio de 300 mg/100 g de pao. Todos os produtos foram aceitos, obtendo-se escores
médios acima de 6,0 (“gostei ligeiramente”). A formulagao F2 mostrou melhor aceitagdo quanto aos atributos
sabor, maciez e aparéncia e teor de célcio de 697 mg/100 g de pao. O uso de 7,5% de CPS permitiu obter um
produto fonte de proteinas, e a complementagio de 2% de carbonato de célcio elevou o teor desse mineral a
aproximadamente 70% da IDR de adultos, tornando o alimento rico em célcio.

Palavras-chave. pao de forma, concentrado proteico de soro, carbonato de célcio, valor nutritivo.

ABSTRACT

Aiming at increasing the protein and calcium contents in sandwich loaf, formulations were prepared by
adding whey protein concentrate (WPC) and the calcium carbonate in order to getan end calcium-enriched
product, whereas the national average of dietary calcium intake is rather below the recommended one.
Four formulations of breads were prepared. Samples of fresh dough and end breads were analyzed on pH
and acidity. The specific volume was analyzed only on end breads. All of bread formulations were evaluated
on acceptance criterium, and the calcium contents were determined in F1, F2 and F3. The chemical
composition was determined in bread samples selected for the sensorial tests and containing a minimum
calcium content of 300 mg/100 g bread. All the products were well accepted, and the mean scores were
above 6.0 (“like it slightly”). The formulation F2 showed the best acceptance for flavor, tenderness and
appearance, and the calcium contents were of 697 mg/100 g bread. The use of 7.5% of WPC achieved to
be a source of protein, and by complementing with 2% calcium carbonate increased this mineral contents
in approximately 70% of the DRI for adults, turning into a product rich in calcium.

Keywords. sandwich loaf, whey protein concentrate, calcium carbonate, nutritive value.
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INTRODUCAO

No Brasil, alguns estudos sobre consumo
alimentar mostram que dos nutrientes avaliados o
calcio é o que apresenta maior inadequagao'*. Pinheiro
et al.’, ao conduzirem uma pesquisa com 2.420 pessoas
acima de 40 anos, em 150 municipios das cinco regides
do pais, revelaram que 90% dos entrevistados ingeriam,
em média, 400 mg de célcio, o que equivale a 40% do
recomendado pela IDR (Ingestdo Diaria Recomendada)
para esse grupo populacional®.

A falta de calcio resulta em disturbios organicos,
tais como raquitismo, retardo do crescimento e
osteoporose’. Além da perda de massa Ossea, pode
acarretar caibras e irritabilidade, por ser um mineral
necessario na transmissao nervosa e na regulagao dos
batimentos cardiacos®.

A prevengdo a deficiéncia nutricional de célcio
deveria ser alcancada, preferencialmente, por meio da
ingestao de alimentos fontes e ricos nesse mineral, tais
como leite e derivados, vegetais de folhas verdes, nozes e
peixes. No entanto, alguns fatores como o custo elevado
de alguns alimentos, habitos culturais e alimentares
limitam o consumo desse micronutriente®’.

Outras estratégias que podem ser adotadas para
minimizar os danos causados pela deficiéncia de célcio
sdo a fortificacdo de alimentos e a suplementa¢do com
esse mineral em populacdes de risco.

O pao tem sido muito usado para fins de
enriquecimento nutricional, especialmente por ser uma
das principais fontes caldricas da dieta em muitos paises
e ser amplamente consumido por individuos de diversas
classes sociais'"'%

A adicéo de leite e/ou derivados as formulacdes
de pdes contribui para a elevagdo no teor de cilcio,
destacando-se dentre os derivados o soro de leite em po e
o concentrado proteico de soro (CPS).

Rodrigues®, ao adicionar 7,5% de CPS a
formula¢ao de pao de forma, encontrou teor de célcio
médio de 134,63 mg/100 g pao, sendo essa concentragio
insuficiente para classificar o produto final como alimento
fonte de calcio para adultos. A adicdo de concentracio
mais elevada desse ingrediente (10%) resultou em produto
final com baixa umidade, devido a menor capacidade de
absorcao de agua da massa durante a mistura. Portanto,
em excesso, as proteinas do soro de leite poderio ter efeitos
negativos nas caracteristicas sensoriais dos paes, devido a
interagdo entre essas proteinas e as proteinas do gluten'*.

Uma solu¢do para incrementar o percentual de
célcio na composicio quimica do pdo é adicionar sais
inorganicos, que parecem ser tdo bem absorvidos e
retidos como os sais organicos''.

Dentre os sais de calcio utilizados para o
enriquecimento de alimentos, destacam-se fosfato, sulfato
e carbonato de cdlcio, sendo este dltimo amplamente
usado devido a sua alta concentracio em calcio (40%) e
por ser economicamente mais barato'?.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
nova formulagdo de pao de forma contendo CPS e
carbonato de calcio, em concentragdes que permitissem
classificar o produto final como alimento rico em calcio,
oferecendo aos consumidores uma importante alternativa
de elevacdo no consumo desse mineral.

MATERIAL E METODOS

Material

O concentrado proteico de soro de leite em
po (CPS) e o carbonato de cilcio foram fornecidos,
respectivamente, pelas empresas ALIBRA Ingredientes
Ltda e Plury Quimica Ltda. Os demais ingredientes
usados na elaboragdo dos pées de forma foram: farinha de
trigo especial (1.500 g), agua (825 g), fermento bioldgico
seco instantaneo (15 g), sal (25,5 g), agucar cristal
(90 g) e gordura vegetal hidrogenada (45 g), adquiridos
em estabelecimentos comerciais de Joao Pessoa, PB.

Métodos

Formulagdes e Processo de elaboragao
dos paes de forma

Um total de quatro formulacdes de paes de forma
foi elaborado, sendo uma convencional (CONV.: sem
adi¢do de CPS e sal de calcio) e trés adicionadas de 7,5%
de CPS e carbonato de célcio, cujos percentuais foram
1,5, 2,0 e 2,5% (F1, F2, F3, respectivamente), tomando
como base 100 g de farinha de trigo.

Todososingredientessecosforamhomogeneizados
em um misturador tipo espiral, na velocidade lenta por 15
minutos (até atingir o ponto de véu), sendo feita a adigdo
da agua refrigerada a 10 °C. Em seguida, a massa fresca,
que se encontrava com temperatura de 24 °C, foi boleada e
submetidaa descanso de 10 minutos, sendo posteriormente
dividida em unidades de 750 g. Ap6s modelagem manual,
por¢oes individuais foram colocadas em formas (22
x 11 cm), previamente untadas com gordura vegetal
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hidrogenada, e transportadas até a cimara de fermentagao,
permanecendo por, aproximadamente 1 hora e 40 minutos,
a 35x1°C. Ao final desse processo, os paes foram assados
a 200 °C por 20 minutos e resfriados por trés horas, sendo
posteriormente fatiados, embalados em sacos plasticos de
polietileno e armazenados a temperatura ambiente até a
realizagao das analises.

Analises fisico-quimicas

Nesta pesquisa, o termo massa fresca se refere
a massa obtida logo apds a etapa de mistura, conforme
descrito na etapa do processo de elaboracdo dos paes.
Foram coletadas dez gramas de massa fresca, de cada uma
das quatro formulagdes elaboradas, para as determinagdes
de pH", em potenciémetro da marca WTW-Germany,
modelo 3304, e acidez titulavel'®, expressa em mL de NaOH
0,IN consumido por 10 g de pao, até pH 8,5.

Com relagdo aos produtos prontos, amostras das
quatro formula¢des de paes de forma (CONV.; F1: F2 e F3),
obtidas 24 horas apds o processamento, foram coletadas
para a realizacdo das analises de pH", acidez'®, conforme
descrito para a massa fresca e volume especifico'. Todas
as analises foram efetuadas em triplicata.

Avalia¢ao sensorial

Amostras das formulagbes CONV; F1; F2 e
F3 foram avaliadas 24 horas apds seu processamento,
no laboratério de Andlise Sensorial da Universidade
Federal da Paraiba, em cabines individuais sob luz
branca, sendo servidas de forma monddica, em pratos
brancos descartaveis codificados (trés digitos aleatorios),
acompanhados de ficha de avalia¢ao, um copo com agua
mineral para enxague bucal e caneta esferografica.

O teste de aceitacdo foi conduzido com 40
provadores nido treinados, utilizando escala hedonica
estruturada de 9 pontos, com escores variando de 9 “gostei
extremamente” a 1 “desgostei extremamente”™’, que
avaliaram as amostras em relacio aos atributos aparéncia,
maciez e sabor, sendo consideradas aceitas aquelas que
obtivessem escores médios iguais ou superiores a 6,0
(equivalente ao termo hedoénico “gostei ligeiramente”).

Determinagio da concentra¢do de calcio nos paes

As trés formulagdes de pées de forma enriquecidas
com concentrado proteico de soro (7,5%) e carbonato de
calcio, nas concentracdes de 1,5, 2 e 2,5%, tiveram o teor
de célcio determinado por volumetria com EDTA (396/
IV)®. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Composi¢ao quimica do produto selecionado

Dasquatro formulagoes de paes deformaelaboradas,
apenas uma teve sua composicdo quimica determinada,
sendo selecionada com base nos resultados dos testes
sensoriais e teor de célcio (minimo: 300 mg/100 g pao).

O produto final selecionado foi submetido as
analises de umidade'® (012/IV); proteinas’® (036/IV);
lipidios'® (032/IV); cinzas'®(437/IV); célcio*®(396/1V);
cloretos'® (028/IV); e carboidratos, por diferenca. Todas
as andlises foram efetuadas em triplicata.

Analise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos
pdes tiveram, inicialmente, suas médias e desvios-padrao
determinados, para posteriormente serem realizados os
testes de Shapiro Wilk e Bartlett, a fim de serem verificadas
anormalidade e homocedasticidade. Os dados que nédo se
enquadraram na distribui¢ao normal foram submetidos
a testes ndo paramétricos de Kruskal Wallis e Wilcoxon-
Mann-Whitney". No teste de aceitagdo, os dados foram
submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade. Todos os dados foram processados
utilizando o pacote estatistico “R’, versao 2.9.1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacio fisico-quimica da massa fresca e dos paes

As médias e os desvios-padrido das determinagoes
fisico-quimicas provenientes da massa fresca e dos
produtos prontos das quatro formula¢ées (CONV,; F1;
F2; F3) de pées de forma elaboradas estdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Médias e desvios-padrao dos resultados das determinagdes de
pH eacidez da massa fresca dos paes de forma convencional e adicionados
de CPS e carbonato de célcio, em trés diferentes concentracoes

Massa Fresca
Variaveis CONV F1 F2 F3
pH* 5644+ 0,15 6,64°+0,10 6,80°+0,08 6,99*+ 0,09
Acidez (mL de
3,23*+0,49 2,97%+0,73 2,61*+0,73 2,21+ 0,44
NaOH/10g)

CONV.: pao de forma sem CPS e carbonato de cdlcio; F1: péo de forma
contendo 7,5% de CPS e 1,5% de CaCOs; F2: pio de forma contendo
7,5% de CPS e 2,0% de CaCOs; F3: pdo de forma contendo 7,5% de CPS
e2,5% de CaCOs

*Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem significativamente
entre si, pelos testes de ANOVA e Tukey, ao nivel de 5% de significancia
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Tabela 2. Médias e desvios-padrao dos resultados das determinagdes de
pH, acidez e volume especifico dos paes de forma convencional e dos adi-
cionados de CPS e carbonato de célcio, em trés diferentes concentracdes

Pies de Forma

Variaveis CONV F1 F2 F3
pH* 550°+ 0,25 6,91°+0,04 7,06+0,08 7,18*+0,09
Acidez*

(mLde NaOH/ 3,35°+0,43 2,00°+0,22 1,58°+0,20 1,274+ 0,20
10g pao)
Volume

445°+0,14 4,62°+0,07 4,49°+0,08 4,55°+ 0,05
especifico**

CONV:: pio de forma sem CPS e carbonato de cdlcio; F1: péo de forma
contendo 7,5% de CPS e 1,5% de CaCOs; F2: pao de forma contendo
7,5% de CPS e 2,0% de CaCO3 ; F3: pio de forma contendo 7,5% de
CPS e 2,5% de CaCO;

*Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem significativa-
mente entre si, pelos testes de ANOVA e Tukey, com nivel de 5% de
significancia

**Meédias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem significativamente
entre si, pelos testes de Kruskal Wallis e Wilcoxon-Mann-Whitney (teste
U), ao nivel de 5% de significincia

O pH médio da massa fresca, para todas as quatro
formulagdes de paes de forma avaliadas, variou de 5,64
a 6,99, tendo sido verificada elevacdo do mesmo com
0 aumento na concentracio de carbonato de célcio. O
aumento no pH foi acompanhado por redugao gradativa
da acidez, de 3,23 para 2,21 mL de NaOH 0,1N/10 g pao.
Esses efeitos atribuidos ao carbonato de célcio ja eram
esperados, tendo em vista seu uso extensivo como aditivo
regulador de acidez em diversos grupos de alimentos**'.

Segundo Quaglia®, as condi¢des 6timas para o
desenvolvimento das leveduras, durante a fermentacio
da massa fresca, sdo estabelecidas com valores de pH em
torno de 5,0. Quando essa variavel atinge valores acima
de 6,0, a fermentacao pode ficar prejudicada, favorecendo
a produgdo excessiva de glicerina e acido acético, além
do élcool etilico. Como consequéncia, podem ocorrer
problemas de qualidade sensorial nos pées, como
sabor desagradavel e volume reduzido, o que interfere
diretamente na textura do produto.

Os valores médios de pH e acidez do pao de forma
convencional foram préximos aos verificados na massa
fresca desse tipo de pao (Tabela 2). Martinez-Anaya
et al.” também verificaram pequena varia¢do de pH e
acidez entre massa fresca e paes prontos. Quando os paes

contendo carbonato de calcio foram comparados com suas
respectivas massas frescas, foi verificado aumento no pH
e reducdo na acidez (Tabela 2), indicando que a presenga
do sal de célcio favoreceu uma maior desacidificagio dos
paes apds o assamento.

O volume especifico dos pédes de forma ficou
acima de 4,0 cm?®/g, variando de 4,45 cm®/g a 4,62 cm’/g,
resultados considerados satisfatorios quando comparados
aos valores encontrados em outros estudos envolvendo
paes*?+2>%_ Qs paes adicionados de carbonato de célcio,
nas diferentes concentracdes testadas, ao contrario do
que se esperava, apresentaram aumento ou mantiveram
o volume especifico similar ao do pdo de forma
convencional. Esse comportamento também foi verificado
por Kajishima et al.'?, ao avaliarem o desempenho de paes
tipo francés elaborados com farinha de trigo enriquecida
com alguns sais de calcio.

Um dos fatores que pode ter contribuido para a
obtencao de resultados satisfatorios nas determinacdes de
volume dos pées com célcio foi a adicdo do concentrado
proteico de soro de leite (CPS), que esteve ausente no
pdo convencional e presente na concentragido de 7,5%,
nas trés formulagbes que receberam o sal de célcio. Kulp
et al.” afirmaram que a adicdo de proteinas do soro de
leite ao pao de forma contribui para aumento no volume
especifico. Caldas®® obteve volume especifico de 4,0 cm®/g
para o pao de forma com soro de leite fluido. Azevedo*
e Rodrigues” encontraram valores acima de 4,0 cm’/g
para o volume especifico de paes de forma adicionados
de soro de leite em pd e concentrado proteico de soro
(CPS), respectivamente.

Gurgel* observou redugdo no volume especifico
de paes de forma enriquecidos com 3% de carbonato
de calcio e 7,5% de soro de leite em pd. Ranhotra et al
mostraram que quantidades em torno de 300 mg de calcio
em 453,6 g de pao nao provocam efeito desfavoravel na
qualidade do produto.

Avaliagao sensorial dos paes

Os resultados dos testes de aceitagdo realizados
com as quatro formulacdes de paes de forma adicionados
de CPS e carbonato de célcio (F1, F2 e F3) e o pao
convencional (CONV.) estdo apresentados na Tabela 3.

Todas as amostras de pédes testadas foram
consideradas bem aceitas pelos provadores, apresentaram
escores médios variando de 7,0 a 8,37, situados entre a
faixa da escala hedodnica “gostei regularmente” a “gostei
moderadamente”.
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Dentre as formula¢des adicionadas de CPS e
carbonato de célcio, pode-se verificar que, quanto aos
atributosaparénciaemaciez,aformula¢do F2 apresentou
major aceitacdo, enquanto as formulacoes F1 e F3 ndo
diferiram entre si (p>0,05). Para o atributo sabor nédo
houve diferenca entre as amostras F1 e F2, sendo o
menor escore médio verificado para a formulagdo F3.
Com base nesses resultados, a formulacio selecionada
foi a F2, pois obteve melhor aceita¢ido quanto aos
atributos maciez e aparéncia, além da boa aceitacdo
quanto ao sabor.

Lima et al.*® encontraram escore médio de 7,7
para pao de forma convencional (sem CPS e carbonato
de calcio) e 7,8 para pdo de forma com 7,5% de soro de
leite em pd. Vasconcelos et al.** obtiveram notas médias
entre 6,5 e 7,3 para paes de forma adicionados de farinha
de soja e fibra alimentar. Battochio et al.*! encontraram
valores médios entre 5,96 e 6,81 para pies de forma
integrais. Portanto, a adigdo de CPS e carbonato de cilcio,
nas concentragdes testadas, parecem ndo ter prejudicado
a aceitacdo do pao de forma, tendo sido obtidos escores
médios >7,0 para todas as formulacoes.

Na Figura 1 estdo apresentados os percentuais de
notas referentes a aceitacdo dos pées de forma para cada
atributo testado.

Com relagédo a frequéncia de notas atribuidas aos
paes de forma foi observado que todas as formulacoes
obtiveram indice de aceita¢do igual ou superior a 82,5%,
com destaque para a formulagdo F2, que apresentou
100% de aceitacdo para todos os atributos avaliados.
Enquanto a amostra F1 obteve um maior nivel de
rejeicao (5%).

Determinacio do teor de calcio nos paes

Os pées de forma enriquecidos com 7,5% de
CPSel,5,2e2,5% de carbonato de calcio apresentaram
teores médios de calcio de 512 mg/100 g, 697 mg/100
g e 817 mg/100 g pao, respectivamente. Todas as
formulagdes alcancaram valores acima de 300 mg
de calcio/100 g pao, podendo ser classificadas como
alimentos ricos em calcio®.

Composi¢ao quimica do pao de forma selecionado

As médias e desvios-padrio da composi¢io
quimica da formulacdo de pao de forma selecionada
estdo expressos na Tabela 4. Para fins de comparacio,
foi determinada também a composicdo do pdo de
forma convencional.
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Tabela 3. Médias dos escores do teste de aceitagdo para as quatro
fomulagdes de paes de forma elaboradas

Variaveis CONV F1 F2 F3

Aparéncia  8,37°+0,49 7,6*+128 8,0°+0,82 7,1°+1,13
Maciez 8372+ 0,49 7,0°£1,38 8,0°+0,78  7,0°+ 0,85
Sabor 8,07°+ 0,74 7,5*+0,78 7,85°+0,80 7,0+ 1,09

FI: pdo de forma contendo 7,5% de CPS e 1,5% de CaCOs F2: pao
de forma contendo 7,5% de CPS e 2,0% de CaCOjs; F3: pao de forma
contendo 7,5% de CPS e 2,5% de CaCOs

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia
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Figura 1. Percentagem de aceitagdo dos atributos (sabor, aparéncia e
maciez) dos paes de forma

CONV: pio de forma sem CPS e carbonato de cdlcio; F1: pio de forma
contendo 7,5% de CPS e 1,5% de CaCOs; F2: pdo de forma contendo
7,5% de CPS e 2,0% de CaCOj; F3: pdo de forma contendo 7,5% de CPS
€ 2,5% de CaCO;

Tabela 4. Médias e desvios-padrdo dos resultados da composigdo
quimica dos paes de forma convencional e enriquecido com concentrado
proteico de soro de leite (CPS) e carbonato de calcio

Nutrientes CONV F2
Umidade (%) 34,85+ 0,25 35,21°+ 0,84
Proteinas (g/100g) 6,97°% 0,30 8,80+ 0,69
Lipidios (g/100g) 3,01°+ 0,27 1,86"+ 0,29
Carboidratos* (g/100g) 53,87 51,58
Cinzas (g/100g) 1,30°+ 0,07 2,55+ 0,23

Cloretos** (mg/100g) 242,81°+ 6,18 167,69"+ 0,36

Calcio (mg/100g) 31,83°+ 0,11 697,11+ 28,80

CONV.: pdo de forma convencional (determinado por LIMA et al.,
2009); F2: pdo de forma contendo 7,5% de CPS e 2% de CaCO,

* Obtidos por diferenga; * *Cloretos em Cloreto de Sédio

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem significativamente
entre si, pelos testes “t” de Student, ao nivel de 5% de significdncia
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A umidade média dos pées de forma convencional
e adicionado de 7,5% de CPS e de 2% de sal de calcio
foram, respectivamente, 34,85% e 35,21%. Na literatura,
foram verificados valores bastante varidveis para a
umidade deste tipo de pdo, entre 32 e 37%**.

Com rela¢ao alegislagao brasileira, durante muitos
anos (1978-2005) a umidade dos pées foi controlada,
sendo estabelecido inicialmente um limite méaximo de
30%3. Posteriormente, esse valor foi alterado para 38%%,
e, a partir de 22 de setembro de 2005, essa caracteristica
foi extinta. O teor elevado de umidade em paes aumenta
a atividade microbiana, deixa o produto grudento e
borrachudo, alterando sua textura, sendo este um dos
fatores responsaveis pela perda da qualidade do produto.

A adicdo de concentrado proteico de soro (CPS)
ao pao de forma promoveu elevagio no teor de proteinas, o
que possibilitou a classificacdo do produto como alimento
fonte desse nutriente para todos os grupos de individuos,
incluindo gestantes e lactantes, que apresentam maior
necessidade®. Esse incremento na concentracio das
proteinas, devido a adi¢do de CPS, também contribui
para reduzir a deficiéncia em aminoacidos de cadeia
ramificada e essenciais, especialmente isoleucina, lisina e
valina, presentes em baixas concentragdes na farinha de
trigo, principal ingrediente da formulagdo do pao.

O teor de lipidios na formula¢ao F2 foi menor
que o do péo convencional (Tabela 4), estando abaixo de
3%, podendo ser classificado como produto com baixo
teor de gorduras totais®, constituindo-se em importante
vantagem do produto, tendo em vista que a ingestao
excessiva de gordura pode levar a obesidade, doenga de
carater endémico e que hoje esta sendo considerado um
problema sério de saude publica no Brasil™*.

O teor de cinzas da formulagdo F2 foi maior
(2,55 g/100 g) que o encontrado para o pao convencional
(1,30 g/100 g), o que era esperado, uma vez que a adigdo
de carbonato de calcio eleva o teor desse mineral, e
consequentementeodecinzas. Bernoetal.”” encontraramteor
de cinzas de 1,63% em pao de forma enriquecido com 15%
de concentrado proteico de soro. Quanto ao teor de cloretos,
a formulacdo F2 também apresentou menor concentragio
desse nutriente em relacio ao pao convencional (Tabela 4),
outra caracteristica positiva do produto, pois o sal (cloreto
de sddio) é a causa primdria de pressdo arterial elevada,
que pode levar a complicacdes cardiovasculares, incluindo
ataque cardiaco e doencas relacionadas™®.

O valor médio obtido para o célcio na formulagdo
F2 foi 697,11 mg/100 g, bem acima da quantidade

necessaria (300 mg/100 g) para classificar o produto como
alimento rico nesse mineral **°. Nessa concentracio, o
pao de forma ira fornecer em torno de 70% da IDR de
célcio para adultos.

CONCLUSAO

O uso de 7,5% de CPS na formula¢io de pao
de forma permitiu a obten¢do de um produto fonte de
proteinas para todos os grupos de individuos, incluindo
gestantes e lactantes; a complementacdo dessa formulagdo
com 2% de carbonato de calcio elevou o teor desse mineral
a um nivel correspondente a aproximadamente 70% da
IDR de adultos, tornando o produto rico em calcio.

O péo de forma com CPS e carbonato de calcio na
concentragio selecionada (2%) apresentou boa aceita¢ao
sensorial, especialmente quanto aos atributos maciez,
sabor e aparéncia.

O enriquecimento do pdo de forma com CPS
e carbonato de calcio se constitui em uma importante
alternativa de elevacdo no consumo de calcio, tendo
em vista o amplo consumo de pies por individuos
de diversas classes sociais, especialmente por sua boa
aceita¢do sensorial e baixo custo quando comparado ao
leite e derivados, principais fontes desse mineral.
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RESUMO

O comportamento dos consumidores quanto a linhaca foi avaliado por meio de pesquisa descritiva direta e
estruturada em 395 consumidores. Neste contexto, foram investigados o perfil dos entrevistados, a inclusdo
de produtos contendo linhaga na alimentacéo, o conhecimento sobre os efeitos benéficos na satide humana
e os produtos contendo linhaga que despertariam interesse de consumo. Dos 395 entrevistados, 218 (55,2%)
relataram conhecer a linhaga. Quanto aos beneficios na satide, os mais citados foram a regularizagio intestinal
(n=94, 41,2%) e a reducio do colesterol (n=36, 15,8%). Do total dos entrevistados, o iogurte a base de linhaca
foi 0 que despertou maior interesse de compra (n = 52, 13,3%), seguido da barra de cereal (n = 47, 12,1%).
Observou-se correlagdo entre o conhecimento sobre os beneficios da linhaga e o consumo de produtos a base
dessa semente, 0 que mostra a associa¢do do uso da linhaca com a preocupagio do consumidor na promogao
da satde e da qualidade de vida. Observou-se também que os participantes que tinham conhecimento sobre a
semente,masquendoaconsumiam, mostraraminteresseemincluirosprodutosabasedelinhacanaalimentagao.
Esse fato indica um mercado a ser explorado e a necessidade de maior divulgacio dos beneficios da linhaga.
Palavras-chave. microcistina, linhac¢a, consumidor, pesquisa de mercado.

ABSTRACT

A direct descriptive and structured survey was carried out among 395 consumers for inquiring into the
linseed-containing food products. For this purpose, the following questions were investigated, the profile of
the interviewers, the knowledge on the benefits of linseed for human health, and which kind of linseed-based
food products would be attractive for consumers. Of 395 participants, 218 (55.2%) stated the knowledge on
linseed. Concerning the benefits of linseed for human health, the intestinal functioning improvement (n=94,
41.2%) and the cholesterol reduction (n= 36, 15.8%) were the most cited. Among all participants, yoghurt
was the most attractive linseed-containing food (n=52, 13.3%), followed by the cereal bar 12.1% (n=47).
Correlation between the knowledge on the linseed benefits and in using up the products containing this seed
was observed, which indicates an association between the use of linseed-based foods and the consumers’
concern on health and life quality enhancement. Also, it was noted that the participants who have heard
about linseed but have not tasted a linseed-containing food yet, they showed interest in consuming these
new products. These findings indicate that there is a market to be explored, and that the benefits of linseed
disclosure is required.

Keywords. linseed, consumer, market research.
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INTRODUCAO

O crescente interesse dos consumidores em
alimentos especificos ou componentes alimentares
fisiologicamente ativos, com alega¢des de saude, tem
colocado os alimentos funcionais dentro de um novo
segmento no mercado alimenticio. Quando se considera
os custos da sociedade com as doencas cronicas nio
transmissiveis, que podem ser influenciadas pela dieta,
as perspectivas de crescimento desse segmento sdo mais
evidentes'. No Brasil, esse mercado é ainda incipiente, porém
com grande potencial, considerando-se a disponibilidade
de fontes naturais, a capacidade produtiva da industria
local e o tamanho do mercado consumidor®.

As alegagdes de saude da linhaca tém sido
amplamente divulgadas, suas caracteristicas quimicas e
nutricionais a qualificam como um alimento funcional,
pois fornece nutrientes e compostos bioativos, que atuam
no controle e prevencdo de doencas’®. A linhaca possui
aproximadamente 40% de lipidios totais, sendo cerca de
50% de acido a-linolénico (w-3). Fornece também 28%
de proteina e 35% de carboidrato®*. O teor de proteina
da semente de linhaga se destaca pela quantidade e
qualidade, pois ¢é rica e equilibrada em aminoacidos de
cadeia ramificada®. A demonstracdo da atividade clinica
associada com o consumo de linhaca tem estimulado
interesse no estudo desse alimento, especificamente
por seus efeitos anticarcinogénico e antiaterogénico,
vinculadosao contetido delignanas, deacido a-linolénico,
de fibra alimentar e de compostos fendlicos, os quais sdo
provavelmente benéficos na redugao dos fatores de risco
para doencas cardiovasculares e cancer®”%.

O estudo do comportamento é fundamental para
entender o que leva o consumidor a consumir ou ndo um
determinado produto e quais fatores estio envolvidos no
processo de compra de um alimento. O sucesso de um
produto depende de como o consumidor reage a ele®'*!.
As mudangas no comportamento dos consumidores
estdo fazendo com que as empresas pratiquem estratégias
de marketing, denominadas segmentacdo de mercado,
selecdo-alvo e diferenciacio de oferta. O sucesso empresarial
no uso dessas estratégias depende, fundamentalmente, das
habilidades mercadoldgicas. Portanto, é necessario repensar
a importancia dos estudos das variaveis comportamentais
do consumidor, no processo de desenvolvimento de novos
produtos alimenticios' Nesse sentido, a pesquisa de mercado
tem se mostrado uma ferramenta bastante util para elucidar
o comportamento dos consumidores de alimentos®.
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Dada a importancia da linha¢a e do estudo do
comportamento do consumidor, fazendo referéncia
as suas implicagbes na qualidade de vida e no
desenvolvimento de novos produtos, torna-se necessario
conhecer o consumidor de linhaca, bem como seus
interesses e intengdes. Assim sendo, o objetivo deste
trabalho foi investigar se os consumidores estao incluindo
na alimentacdo produtos a base de linhaca, se conhecem
seus efeitos benéficos na satide humana e quais produtos
contendo linhaca despertariam interesse de compra.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo descritivo, de carater
transversal para verificar se os consumidores estdo
incluindo na alimentagdo produtos a base de linhaca,
se conhecem seus efeitos benéficos na saide humana e
quais produtos contendo linhaga despertariam interesse
de compra. O formato basico deste trabalho foi baseado
no levantamento de Babbie'.

Foi construida uma amostra, estatisticamente
significativa, a partir de 395 consumidores, residentes
em Vicosa-MG. Esse tamanho amostral foi baseado no
critério de Cochran®. Para a definicio desse tamanho
amostral, utilizou-se um nivel de confianca de 95% e
uma margem de erro E = 0,05. Como nao se conhecia
o comportamento do mercado de linhaga nessa cidade,
estimou-se uma variabilidade maxima de 50% (onde p
e q estimados sdo iguais a 0,5). Assim, para a populagdo
do municipio analisado, o tamanho da amostra foi
definido pela equacio:

n=qpZ’/FE’

n = tamanho da amostra.
Z = 1,96 (abscissa da normal a um
nivel de confianca de 95%).
p = 0,5 (variabilidade maxima estimada).
q=1-p.
E = 0,05 (nivel de precisdo).

Os respondentes foram escolhidos aleatoriamente,
em dois supermercados da cidade.

Para coleta dos dados, utilizou-se um questionario
estruturado, contendo questdes de carater exploratdrio,
com base em outros estudos com consumidores’®. A fim
de evitar viés e tendenciosidade nos resultados, optou-
se por utilizar cartdes circulares contendo as respostas
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1-Sexo: [1] Masculino [2] Feminino

2- Nasc: (Més e ano) :

3- Estado civil: [1] Solteiro [2] Unido estavel
[3] Viavo [4] Outro

4-Grau de instrucio:

[1] Ensino fundamental incompleto [3] Ensino

médio incompleto

[2] Ensino fundamental completo [4] Ensino
médio completo

[5] Pos-grad. incomp [7] Superior
completo

[6]POs-grad. comp.  [8] Superior incompleto
[9] Outro:

5- Atividade profissional:

[1] Estudante [2] Func. Pablico [3] Autdénomo
[4] Dona de casa

[5] Empresario (proprietario de empresa) [6]
Func. empresa privada [7] Outro:

6-Em média, qual categoria de renda familiar
mensal, vocé se enquadra?
[1]1 a3 SM (até 1.140,00)
[2]14 a6 SM (1.520,00 a 2.280,00)
[3]17 a9 SM (2.660,00 a 3.420,00)
[4] 10 a 12 SM (3.800,00 a 4.560,00)
[5]113 a 15 SM (4.940,00 a 5.700,00
[6] 16 a 18 SM (6.080,00 a 6.840,00)
[7119a 21 SM (7.220,00 a 7.980,00)
[8] 22 a 24 SM (8.360,00 a 9.120,00)
[9] 25 a 27 SM (9.500,00 a 10.260,00)
[10] 28 a 30 SM (10.640,00 a 11.400,00)
[11]31a33 SM (11.780,00 a 12.540,00)
[12] 34 a 365M (12.920,00 a 13.680,00)
[13]37 a 39 SM (14.060,00 a 14.820,00)
[14]140 a 42 SM (15.200,00 a 15.960,00)
[15143 a 45 SM (16.340,00 a 17.100,00)
[16] 46 a 48 SM (17.480,00 a 18.240,00)
[17]149 a 51 SM (18.620 a 19.380,00)
[18 JAcima de 20.000,00

7- Vocé conhece a linhaca? [ 1]Sim [ 2] Nio

8 — Vocé conhece algum beneficio relacionado ao
consumo da linhaga?
[1] Perda de peso  [2] Reduz riscos de doengas
cardiacas  [3] controle a da diabetes  [4] Previne
o cancer [5] Reduz o colesterol [6] Ajuda no
combate a acne [7] Regulariza o intestino  [8]
ndo conhego nenhum

9- Vocé consome alimentos contendo linhaca? [1]
Sim [2] Nao

10 - Se nio consome qual o motive? [l] nunca
ouviu falar  [2] é caro [3] ndo gosto do sabor
[4] Naio sei preparar [5] Falta de linhaca/produtos
com linhaga no mercado [6] Falta de
interesse/curiosidade [7] Outros

11- Se consome, qual a freqiiéncia? [1]
Diariamente [3] 1 wvez/semana [4] 3 -5
vezes/semana [5] | vez por més
12- Ha quanto tempo vocé faz uso da linhaga: [1]
menos de 6 meses [2] de 6 mesesal ano  [3]a
mais de 1 ano
13-Vocé ja percebeu algum beneficio com o
consumo da linhaca?[1] reducio do colesterol [2]

mais disposi¢io [3] emagrecimento [4]
melhora da diabetes  [5] regularizacdo do intestino
[6] Outros

14 - Produtos contendo linhaca que vocé mais
consome: [1] Paes [2] Semente de linhaca
[3] Farinha de linhaga [4] 6leo de linhaga
[5]Macarrdo [6]Barra de cereal [7] Outros

15-Onde adquire os produtos contendo linha¢a?
[1] Supermercado [2] Padaria [3] Loja de produtos
naturais [4] Quitanda  [5] Feira livre [6]
Qutros

16 — Que tipo de produto, contendo linhaca, que
nio existe no mercado, vocé teria interesse em
comprar? [1] Barra de cereal [2] Pdes [3]
Bolos [4] logurte [5]Macarrdo  [6]
Biscoito [7]Massa de pizza

[8] Outros

Figura 1. Questionario para avaliar comportamentos dos consumidores em relagao a linhaga

para que o respondente apontasse a sua opgao. Teve-se o
cuidado de variar a posi¢do do cartdo, ao apresenta-lo.

Um teste piloto foi realizado com 30 participantes
para adequacdo do questiondrio. Os quesitos abordados
no questionario podem ser observados na Figura 1.

Utilizou-se os softwares SigmaStat versdao 2.03
e o Statistical Package for the Social Sciences — SPSS
for Windows versao 13.0. A analise estatistica foi feita
com a realizagdo do teste de Spearman’s, por meio
de correlagdes nao paramétricas. Foi considerado
significante quando o valor de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A faixa etdria predominante da populacio
entrevistada foi de 20 a 49 anos 73,4% (n = 289), sendo a
maioria do sexo feminino 64,8% (n = 256), solteiros 54,9%
(n = 217) e estudantes 37,2% (n = 147). Em relag¢do ao
grau de instrucéo, 29,6% (n = 117) tinham curso superior
incompleto e 43,5% (n=172) declararam ter uma renda
familiar entre 1 a 3 salarios minimos (Figura 2).

Grande parte dos entrevistados, 55,2% (n = 218),
relatou conhecer a linhaga e estes citaram a regularizagao
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intestinal, 41,2% (n = 94), e a redugio do colesterol, 15,8%
(n = 36), como beneficios relacionados ao seu consumo para
saude humana. Entretanto, 22,8% dos entrevistados nio
souberam associar os beneficios da linhaca a saude (Figura 3).

Apesar de conhecer a linhaca e seus beneficios
a saude, a maioria dos entrevistados, 58,2% (n = 127),
ndo fazia uso de produtos contendo a semente. O
motivo mais citado para justificar o ndo uso foi a falta
de interesse e de curiosidade, 63,3% (n = 81).

Dentre os entrevistados que tém o habito de
consumir a linhaca (n = 91), 50,5% (n = 46) o faz a mais
de um ano, sendo que 29,7% (n = 27) destes a consumiam
diariamente. Dos beneficios observados pelos individuos
que ingeriam a linhaga, a regularizacdo intestinal foi
relatada por 53,8% (n = 49) dos participantes. Entretanto,
25,3% néo observaram nenhum beneficio.

Nao foi observada correlagdo significativa (p<0,05)
entre conhecimento de linhaca e idade (p = 0,49) e entre
renda e consumo de linhaca (p = 0,78).

Dentre os produtos consumidos, o pdo contendo
linhaga foi o mais citado, 41,8% (n = 38), seguido da
semente, 29,7% (n = 27), e da farinha de linhaga, 22%
(n = 20) (Figura 4).

Quando questionados sobre o interesse em consumir
produtos contendo linhaca, o iogurte foi o que despertou
maior interesse de compra entre os entrevistados, 13,3% (n =
52), seguido da barra de cereal, 12,1% (n = 47) (Figura 5).

Esses resultados mostraram que ja existe um
segmento de mercado que consome produtos contendo
linhaca e que hd a possibilidade de explora-lo por meio do
desenvolvimento de novos produtos, com caracteristicas
sensoriais e nutricionais desejaveis. Tal fato permitira
agregar aos novos produtos a base de linhaga maior teor
de fibra alimentar e de acido graxo essencial w-3, além de
outros compostos bioativos®.

O supermercado foi, para grande parte dos
consumidores, 57,8% (n = 52), o estabelecimento
preferido para a compra do produto e seus derivados,
seguido pela loja de produtos naturais, 31,1% (n = 28).

Observou-se correlacio entre os entrevistados que
conheciam os beneficios da linhaga e faziam uso de produtos
abase dessa semente, demonstrando que o uso dalinhaga esta
associado com a preocupacio do consumidor na promogio
de sua saude e da qualidade de vida. Percebeu-se também
que aqueles que conheciam a semente mostraram interesse
em consumir novos produtos a base de linhaca, indicando
um mercado a ser explorado e a necessidade de divulgacdo
de seus beneficios entre aqueles que ndo a conhecem.
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Feminino
Masculino

Solteiro
Unido Estavel
Divorciado
Vilvo

Superiorincomp.

2 grau comp.

Superior comp.

1 grau comp.

2 grau incamp.

1 grau incomp.
Pos-graduagio comp.
Pds-graduagdo incomp.

Estudante
Funcionario privado
Auténomo
Funciohario plblico
Doméstica
Empresdio

Outros

1-3 Saldrios M.
4-6 Salarios M,
7-9Salarios M,
10-12 Saldrios M.
13-15 Saldrios M.
16-18 Salarios M,
»18 Saldrios M.

Figura 2. Perfil dos entrevistados (n = 395), expressos em porcentagem,
residentes em Vicosa-MG

Funcionamento Intestinal |
Nenhum

Reduz Colesterol

Perda de Peso

Reduz risco de doencas cardiacas
Combate 4 acne

Controle de diabetes

Prevencdo de cincer

Figura 3. Grau de conhecimento dos consumidores que conheciam
a linhaga (n = 218) quanto aos beneficios associados ao consumo da
linhaga, em pesquisa de mercado em Vigosa-MG, em percentual

CONCLUSAO

Este estudo mostrou que os consumidores que
fazem uso da linhaga percebem os beneficios desta, além
de sentirem as alegagdes funcionais desse produto em sua
saude, como regulagdo intestinal e controle do colesterol.

Existe um mercado a ser explorado composto de
consumidores que tém conhecimento sobre o produto,
mas ndo fazem uso dele. E também ha aqueles que néo
conhecem o produto, mas que se mostraram interessados
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Figura 4. Produtos utilizados pelos consumidores de linha¢a, em
pesquisa de mercado em Vigosa-MG (n = 91)
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Figura 5. Produtos que ndo existem no mercado ou sdo pouco
conhecidos que mais despertaram interesse de compra (n = 395)

em consumi-lo em outras formas de apresentacdes, tal
como € o caso da barra de cereal e do iogurte.

O interesse do consumidor por alimentos a
base de linhaca lanca subsidios para o desenvolvimento
de novos produtos, que satisfacam o consumidor e
despertem a inten¢do de compra do mesmo, ampliando
as alternativas de produtos saudaveis, com alegagdes de
funcionalidade na alimentacao humana.

Diante do exposto, este estudo fornece indicacdes
comportamentais que poderdo orientar pesquisas e
empresas alimenticias que tem interesse em diversificar
a producao de alimentos a base de linhaga.
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RESUMO

A elaboracdo de geleias por meio do processamento de cascas de frutas é uma alternativa para obter
redugdo e agregacdo de valor aos residuos das industrias de alimentos; além disso, obtém-se um produto
agradavel sensorialmente e com vida prolongada. Sendo o Brasil um pais que apresenta temperaturas
bem variadas, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito da temperatura sobre as alteragdes fisico-
quimicas, fisicas e quimicas durante o armazenamento de geleias de extrato da casca de banana. As difer-
entes temperaturas interferiram significativamente na estabilidade em relagdo aos agucares redutores, a
atividade de dgua e a luminosidade. A interagdo tempo x temperatura interferiu nos parametros de pH,
solidos soluveis, adesividade, firmeza, coesividade e cor *b (amarela) da geleia da casca de banana-prata
até o final dos 165 dias de armazenamento. O tempo foi o fator que mais influenciou na qualidade da
geleia, ocorrendo-se diminui¢do da atividade de agua, umidade, agticares ndo redutores, luminosidade,
valor absoluto da adesividade e firmeza e aumento de acidez.

Palavras-chave. geleia da casca de banana, armazenamento, temperatura.

ABSTRACT

Manufacturing jellies by processing the fruit peel is an alternative for reducing and adding value to the
waste from food industries. In addition, a pleasant sensory and long-lived product is achieved. As in Brazil
occurs varied temperatures according to the country regions, the objective of this study was to evaluate
the effect of temperature changes on the physical-chemical, physical and chemical characteristics during
the storage of jellies made from banana peel. The storage of this product at different temperatures caused
significant difference in the stability of reducing sugars, water activity and luminosity. The interaction of
time versus temperature affected the pH, soluble solids, adhesiveness, firmness, cohesiveness and color b*
(yellow) parameters on the banana Prata peel jelly by the end of 165 days of storage. The time length was the
factor which mostly affected on the jelly quality, water activity, moisture, non-reducing sugars, luminosity,
adhesiveness absolute value, product firmness, and also caused an increased acidity.

Keywords. banana peel jelly, storage, temperature.
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INTRODUCAO

A banana é um fruto climatério, que apresenta
grande importancia econdmica nos paises tropicais’. A
area cultivada do Brasil (511 mil hectares) somente é
superada pela drea cultivada da India (709 mil hectares), e
a produtividade brasileira ocupa a 5% posi¢do entre os paises
produtores de bananas?, tendo essa fruta papel fundamental
como alimento, cultura fixadora de mao de obra no meio
rural e gerador de divisas para o Pais**. Embora exista um
nimero expressivo de variedades de banana no Brasil,
destaca-se a variedade Prata, a de maior produ¢io’. De
cada 100 kg de frutas colhidas, 46 kg nao sao aproveitados,
sendo que para cada tonelada de banana industrializada
aproximadamente 440 kg de cascas sdo gerados®.

Nos ultimos anos, varios pesquisadores brasileiros
vém estudando o aproveitamento de residuos, como as
cascas de frutas acumuladas pelas agroindustrias para
a producdo de alimentos ou ingredientes. Essas cascas
podem ser incluidas na dieta humana, como, por exemplo,
as cascas de maracuja, de laranja, de limao, de banana,
de maga e de outras frutas. A utilizacao econdmica de
residuos de frutas, oriundos do mercado in natura ou das
agroindustrias, aliada ao desenvolvimento de tecnologias
para minimizar as perdas nos processos produtivos, pode
contribuir de forma significativa para a economia do pais
e para a diminuicdo dos impactos ambientais’.

A elaboragao de geleia, com residuos de polpa e de
casca de abacaxi, visando ao aproveitamento parcial dos
residuos de abacaxi gerados pela agroindustria mostrou
ser viavel®. Quando avaliados pela qualidade, os doces
de albedo de maracuja em calda foram bem-aceitos
pelos consumidores’. Em estudo da composi¢io
quimica, textura e aceitacao sensorial de doces em massa
elaborados com polpa de banana e com polpa e casca de
banana, constatou-se que os doces de banana com polpa
e casca se assemelharam ao doce tradicional, sendo
significativamente mais aceito que o doce tradicional'®. Para
os biscoitos produzidos com casca de abdbora e bolo com
casca de banana, observou-se que a presenca das cascas
nessas preparacdes ndo prejudicou sua aceitabilidade'’.
A qualidade fisico-quimica e sensorial de aguardentes de
polpa de banana e banana integral submetidas a hidrdlise
enzimatica possui similaridades em relagdo a qualidade.

As geleias constituem-se numa importante
alternativa para o processamento, aproveitamento e
consumo de frutas®. Os alimentos industrializados, ou
ndo, mantém constante atividade biologica, manifestada

por alteragdes de natureza quimica, fisica, microbioldgica
ou enzimatica e levam a deterioracio da qualidade.
Essa se caracteriza pela inaptidio dos produtos para
o consumo humano, como resultado da existéncia de
contamina¢ao microbiana ou de insetos, da perda de
certos atributos especificos, como cor, sabor, pH, acidez,
agUcares, textura, viscosidade.

Alguns pesquisadores tém descrito o efeito da
temperatura sobre as propriedades dos produtos de
frutas'*', mas as informacdes disponiveis sobre o efeito
dessa varidvel em combina¢do com outras sdo escassas.

Sendo o Brasil um pais que apresenta temperaturas
bem variadas, o objetivo do presente trabalho foi estudar
o efeito desse fator sobre as alteracdes fisico-quimicas,
fisicas, quimicas e microbioldgicas de geleias de extrato
da casca de banana durante o armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Processamento da geleia

Para a elaboragdo das geleias foram utilizadas as
cascas de frutos maduros (cascas totalmente amarelas com
manchas marrons e sem defeitos-estagio de maturagao 7)
conforme Souza et al.'s.

As bananas, ap6s despencamento e sele¢io, foram
lavadas em agua corrente, sanitizada em hipoclorito de
s6dio a 200 mg.L'" por 15 min e descascadas manualmente,
sendo as cascas processadas de forma a obter o extrato
para a elaboracgdo da geleia. As cascas foram submetidas a
cozimento em dgua fervente por 30 min., em concentrador
a pressao atmosférica. Apos cozimento, filtrou-se o material
e o extrato foi separado da casca, empregando-se uma
prensa de ago inoxidavel. Para a elaboragao da geleia foram
utilizados: pectina comercial de alto teor de metoxilagdo
(ATM) da marca VETEC, grau de especificagio
(USA - SAG) 150, temperatura de geleificacio 80 a
95 °C, grau de esterificagdo 71-75%, sacarose (aguicar
refinado de marca UNIAO), como adocante, e acido
citrico monoidratado P.A. da marca Nuclear.

A mistura (extrato/sacarose) foi concentrada
através da coccdo em concentrador atmosférico, até
obter a concentracido de 60 °Brix, quando foi adicionada
a pectina. Em seguida, quando atingiu 68 °Brix,
interrompeu-se a coc¢do e foi adicionada uma solu¢io
de acido citrico (33%), conforme recomendado por
Mororé6". Apos o processamento, o produto foi envasado
a quente em potes de vidro esterilizados de 250 mL
com fechamento hermético e estocado em camara
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climatica com temperatura controlada (B.O.D.) nas
temperaturas de 20, 30 e 40 °C para determinacdo da
vida util do produto.

Analises fisico-quimicas

As geleias foram analisadas quanto ao pH em
potenciometro digital pHS-3B Labmeter, segundo
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz'®; acidez
titulavel, segundo o método n° 942.15 da AOACY e
expressa em % de acido citrico por 100 g da amostra;
acucares redutores (AR) e agticares nio redutores (ANR)
pelo método redutométrico de Somoghy, adaptado por
Nelson, AOACY; sélidos solaveis por refratometria
(refratbmetro manual Portable model 0-90 °Brix) de
acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz'® e os resultados expressos em °Brix; atividade de
agua utilizando-se equipamento Aqualab (Decagon
modelo 3 TE); umidade por meio do método
gravimétrico, utilizado para produtos agucarados,
recomendado por Pereira?®. Essas andlises foram
realizadas em triplicata.

Analise de Perfil de Textura (TPA)

A TPA foi realizada utilizando um analisador
de textura TA TX2i Stable Micro Systems, (Goldaming,
England), com sonda cilindrica de aluminio P6 (6mm)
e tempo, distdncia, velocidades de pré-teste, teste e
pos-teste de 5 s, 1 mm, 5 mm/s, 2 mm/s e 5 mm/s,
respectivamente. Os resultados obtidos da curva
forca x tempo foram calculados pelo Software Texture
Expert Versao 1.22. Os parametros analisados foram:
fraturabilidade, coesividade, adesividade, mastigabilidade
e gomosidade. Os resultados expressos sdo médias
de oito determinagdes.

Analise de cor
A cor da geleia foi determinada de acordo com
a metodologia proposta por Giese*. Os valores de L*,

a* e b* foram determinados com aparelho colorimetro
Minolta modelo CR 400 (Minolta Corporation, Osaka,
Japao) trabalhando com Dg; (luz do dia) e usando os
padrdes CIE (L* a* b*): em que L* varia de 0 (preto) a
100 (branco), b* varia do azul (-) ao amarelo (+) e a*
varia do verde (-) ao vermelho (+).

Delineamento experimental

Empregou-se  um  planejamento  com
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em
fatorial completo 5x3, cujos fatores avaliados foram
tempo de armazenamento nos niveis 0, 30, 75, 120 e 165
dias e temperatura de armazenamento nos niveis 20, 30 e
40 °C, sendo realizado em duas repetig¢des.

Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas,
de textura e de cor foram analisados empregando-se as
seguintes metodologias estatisticas:

- Andlise de Variancia (ANOVA), para avaliar o
nivel de significancia dos efeitos principais e interagdes,
proposto por Ferreira*.

- Analise de regressdo para avaliar as alteragdes
ocorridas durante o armazenamento em rela¢do ao tempo
e a temperatura. Os resultados que ndo tiveram efeito
significativo, segundo a ANOVA, ndo foram plotados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do tempo e/ou temperatura nas analises
quimicas e fisico-quimicas

A Tabela 1 mostra o resumo da analise de
varidncia para as analises quimicas e fisico-quimicas.
Somente houve interacio tempo x temperatura
significativa para o pH e sdlidos soliveis. A acidez
titulavel somente teve efeito do tempo. A umidade, a
atividade de dgua e agticar redutor tiveram efeitos tanto
do tempo como da temperatura.

Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da geleia da casca de

banana-prata durante o armazenamento

F.,
BV F., AT pH a, SS Umidade AR ANR
Tempo (T1) 3,06 15,43 0,24 30,00% 10,42 46,08* 37,22% 6,87*
Temperatura (T2) 3,68 1,71 63,42* 10,00 1,91 4,22% 5,95 1,32
T1x T2 2,64 0,28 4,47* 2,00 5,75* 0,99 1,20 0,77

* Valor do teste F significativo ao valor nominal de 5% de probabilidade
AT: acidez tituldvel; a,: atividade de dgua; SS: solidos soliiveis; AR: agticares redutores; ANR: agticares ndo redutores
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Tabela 2. Equagdes de regressao com varidveis codificadas e coeficientes de determinagdo dos modelos completos para as
respostas das andlises fisico-quimicas da geleia da casca de banana-prata

Tempo Temperatura
Resposta Modelo estimador R?
(dias) (°C)
20 y=-0,002x + 3,656 0,971
pH 30 y= 1E-05x* - 0,004x + 3,668 0,853
40 y=-0,004x + 3,793 0,957
Acidez Titulavel
165 y= 0,000x + 0,313 0,888
(g Ac. Citrico/100g)
Atividade de 4gua 165 y=3E-06x* - 0,000x + 0,804 0,886
Umidade 165 y=- 0,000x* + 0,111x + 36,12 0,369
2 =-0, 2+ 0,02 4 )
S6lidos Soltveis 0 y= - 0,000x* + 0,020x + 67,47 0,363
30 y= 1E-04x* - 0,024x + 69,08 0,975
(°Brix)
40 y= - 0,000x* + 0,018x + 67,50 0,260
Acgucares
165 y=0,001x? - 0,180x + 24,81 0,811
nao redutores
Actcares redutores 165 y=-0,001x* + 0,519x + 0,931 0,938

Os modelos de regressio em nivel de 5% de
significdncia foram estabelecidos a partir dos resultados
experimentais das variaveis estudadas. A adequabilidade
dos modelos completos pode ser verificada pelos
coeficientes de determinacio (R’), que explicam entre 70
e 98% da varidncia total das respostas (Tabela 2). Para os
parametros umidade e solidos soluveis (20 °C) e solidos
soluveis (40 °C) nao se ajustou um modelo matematico,
pois seus coeficientes de determinacio foram menores
que 70%, significando que o modelo ajustado nao se
adequou aos dados experimentais.

Pode-se observar que a acidez tituldvel aumentou
com o tempo de armazenamento. Na elaboracdo de
geleias, a acidez deve ser controlada e permanecer
entre 0,3 e 0,8%. Isso porque em acidez superior a 0,8%
pode ocorrer sinérese”. No presente trabalho, mesmo
a acidez apresentando um aumento com o tempo de
armazenamento, esta nao ultrapassou o limite de 0,8%.

Observa-se também que houve uma diminuigdo
do pH para todas as temperaturas até 120 dias. A
partir desse periodo, ocorreu um aumento do pH para
a temperatura de 30 °C. Resultados contrarios foram
verificados em estudos com geleiada de morango*.
Miguel et al.** observaram um ligeiro aumento do pH
até os 60 dias de armazenamento a temperatura de
20 °C, mantendo-se estavel até 180 dias, enquanto que
as amostras conservadas a 30 °C e a 40 °C apresentaram
manutengao dos valores de pH ao longo do periodo de

armazenamento. Nachtigall et al.” observaram tendéncia
semelhante ao presente trabalho, em que tiveram em sua
formulagdo convencional de geleia de amora-preta uma
diminui¢do do pH. Isso se deve provavelmente a liberagdo
de ions H' no meio em razdo do acido adicionado.

Diferentemente do pH, na atividade de agua
observa-se a influéncia significativa da temperatura e do
tempo durante o armazenamento da geleia da casca de
banana-prata.

A atividade de agua das geleias diminuiu em
relagdo ao tempo de armazenamento até 120 dias de
armazenamento e, a partir desse periodo, houve um ligeiro
aumento. Esse fato pode ser explicado pela hidrdlise
da sacarose através do aumento da acidez da geleia no
mesmo periodo de armazenamento, fazendo com que se
eleve o teor de acucares redutores. Quando observado
em relacdo a temperatura, houve reducio da atividade de
agua. O teor de umidade apresentou pequena oscilagao
durante o armazenamento, sendo a temperatura de 30 °C
a que mais influenciou na alteragdo da umidade.

Os valores de sdlidos soltveis para a geleia da casca
de banana-prata diminuiram até 120 dias, aumentando até
o fim do periodo de armazenamento na temperatura de
30 °C. Ja para as temperaturas de 20 °C e 40 °C, houve um
comportamento inverso, havendo um aumento no inicio
do periodo de armazenamento e uma queda no final.
Em temperatura ambiente, a solubilidade da sacarose ¢é
67,35%%, o que indica que, ao final do armazenamento,
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pode ter ocorrido uma tendéncia a cristalizagao, uma vez
que, nesse periodo, a atividade de dgua aumentou.
Enquanto os agucares redutores aumentaram até
120 dias de armazenamento, os aclicares ndo redutores
mostram um comportamento contrario até o periodo
de 90 dias. Esse fato pode ser explicado pela inversio da
sacarose (agticar nio redutor) em meio 4cido. A inversio
da sacarose e a caramelizacio sdo importantes reagdes
decorrentes da cocgdo em pressio atmosférica”. Essa
reducio dos agticares nao redutores nesse periodo também
pode ter sido decorrente do inicio da reagdo de Maillard,
processo quimico em que os agticares se complexam com
aminoacidos formando pigmentos escuros®, durante o
aquecimento e armazenamento prolongado do produto®.

Efeito do tempo e/ou temperatura nas analises fisicas

Textura

A Tabela 3 representa o resumo da andlise de
variancia dos pardmetros de textura, em que se observa
um efeito significante a um nivel de 5% da interagao
tempo x temperatura para firmeza, adesividade e
coesividade. Para o pardmetro gomosidade, o tempo foi
o fator que influenciou significativamente na alteragao,
ndo ocorrendo efeito significativo para o tempo e a
temperatura nos resultados de mastigabilidade.

Os modelos de regressio em nivel de 5% de
significdncia foram estabelecidos a partir dos resultados
experimentais das variaveis estudadas. A adequabilidade

Tabela 3. Resumo da andlise de varidncia da textura da geleia da
casca de banana-prata durante o armazenamento

Fcul
EV.
F, FaR AD COE GOM MAST
Tempo (T1) 3,06 670* 3375 850* 800 047
Temperatura (0 1,92 425¢ 067 0,02
i ) i , : :
TIxT2 264 430* 519 425 233 0,14

*Valor do teste F significativo ao valor nominal de 5% de probabilidade
FIR: firmeza; AD: adesividade; COE: coesividade; GOM: gomosidade;
MAST: mastigabilidade

dos modelos completos pode ser verificada pelos
coeficientes de determinacéo (R*), que explicam entre 70
e 98% da varidncia total das respostas (Tabela 4).

Para os parametros coesividade e gomosidade
nido se ajustou um modelo matematico, pois seus
coeficientes de determinagdo foram menores que 70%,
significando que o modelo ajustado ndo se adequou aos
dados experimentais. O mesmo ocorreu com a firmeza,
adesividade e cor b* na temperatura de 20 °C.

A consisténcia da geleia é consequéncia de dois
fatores da estrutura, ou seja, a continuidade, ligada
a concentragdo de pectina, e a rigidez, relacionada a
concentragdo de acucar e acido®. As propriedades da
textura sdo importantes componentes na percepgao e
aceitabilidade da qualidade de alimento, sendo um reflexo
da composi¢do quimica do alimento e sua estrutura.

Tabela 4. Equagdes de regressdo com variaveis codificadas e coeficientes de determinagdo dos modelos completos para as

respostas das analises fisicas da geleia da casca de banana-prata

Tempo Temperatura
Resposta Modelo estimador R*
(dias) (°C)

20 y=-1E-06x? - 0,000x + 0,28 0,308
Firmeza (g) 30 y=- 2E-05x* + 0,002x + 0,212 0,868
40 y=-0,000x + 0,252 0,843
20 y=2E-05x*- 0,001x - 0,928 0,452
Adesividade (g.s) 30 y=3E-05x* - 0,003x - 0,881 0,796
40 y= 0,003x - 1,045 0,720
Cor L* 165 y=-0,095x + 35,78 0,836
Cor a* 165 y=-0,001x? + 0,208x + 10,70 0,891
20 y=-0,000x* + 0,123x + 11,22 0,492
Cor b* 30 y=-0,079x + 12,67 0,819
40 y= - 0,069x + 9,676 0,767
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A textura da geleia esta diretamente relacionada
a formagdo do gel, que é uma variavel dependente da
concentra¢do de 4cido, pectina, sélidos soluveis, tempo
e temperatura de armazenamento. Por meio da analise
de textura pelo textur6metro, podem ser determinados
diferentes parametros diretamente (firmeza, fraturabilidade
e adesividade) e/ou indiretamente (coesividade, elasticidade,
mastigabilidade, espalhabilidade, gomosidade)*'.

Observa-se que a adesividade diminuiu em
termos de valores absolutos ao longo dos 165 dias de
armazenamento, possivelmente pelo fato de o pH ter
reduzido no mesmo periodo, fazendo com que as redes de
pectina se rompam, tornando o sistema menos adesivo,
ou seja, menos firme'’. Rahman e Al-Farsi* observaram
que, quando a umidade e a atividade de 4gua diminuem, a
adesividade aumenta, justificando o ocorrido no presente
trabalho, pois nota-se decréscimo da atividade de agua.

A firmeza teve seu valor reduzido ao longo do
armazenamento nas diferentes temperaturas, sendo
que, a medida que a temperatura aumentou, a firmeza
reduziu, podendoissoserexplicadopeladescontinuidade
da estrutura da geleia, justificada pelo aumento da
acidez durante o tempo de armazenamento®’.

Cor

Por meio da analise de varidncia, os resultados
encontrados foram significativos em relagao ao tempo e a
temperatura de armazenamento para os valores das cores
L* e a*, ocorrendo interagdo tempo x temperatura para
os valores de b* (Tabela 5).

A pectina é um fator que em muito contribui
para alteragdes no valor da cor L*. A agdo esta ligada a
sua caracteristica de geleificar uma mistura com agucar
e acido, quando em concentra¢des ideais, e, assim,
formar um estado amorfo da geleia. Este, por sinal, tem
propriedade de transmitir boa parte da luz incidida,
conferindo aspecto claro ao produto. Policarpo et al.**

Tabela 5. Resumo da analise de variancia de cor da geleia da casca
de banana-prata durante o armazenamento

Fcal
EV.
F,, L* a* b*
Tempo (T1) 3,06 39,28* 13,19* 12,95*
Temperatura (T2) 3,68 17,10* 7,56 14,89*
T1xT2 2,64 2,38 1,77* 4,62%

* Valor do teste F significativo ao valor nominal de 5% de probabilidade
*L - cor *L (luminosidade); *a - cor *a vermelha; *b - cor *b (amarela)

observaram uma reduc¢io na cor L* dos doces em massa
de umbu para as formulagdes com acréscimo de pectina.

As alteracbes na cor da geleia da casca de
banana-prata durante a estocagem foram diretamente
proporcionais ao aumento da temperatura de
armazenamento, ou Sseja, ocorreram de maneira mais
pronunciada na geleia mantida a 40 °C (Tabela 4),
concordando com os resultados encontrados por Miguel et
al.** para a geleiada de morango armazenada por 180 dias.

Nosvaloresencontrados paraL*,a* eb*, observa-se
uma tendéncia a redugdo em todos os parametros, sendo
que aos 75 dias ocorreu um aumento da coloragio
vermelha (a*), tendendo a reducéo ao final da estocagem.
Observou-se também uma redu¢io da coloracdo amarela
(b*) e da luminosidade (L*) ao longo dos 165 dias.

Em geleias de abacaxi a cor se relaciona com os
pigmentos carotenoides da fruta. Os carotenoides sao
responsaveis por coloracdes que vio desde o amarelo
até o vermelho, de facil degradacdo. Sua estabilidade
ao longo do tempo depende de uma série de fatores,
como temperatura, disponibilidade de O,, transmissao
de luz do material de embalagem, a,, entre outros*. O
mesmo ocorre para a coloragio da casca da banana-prata
quando a degradacao da clorofila por enzimas da origem
a coloragdo amarela, originando a coloragao encontrada
na geleia da casca de banana.

No entanto, a luminosidade (L*) foi alterada
significativamente em fungdo do tempo, promovendo o
escurecimento das geleias. Policarpo et al.** e Cardoso™
detectaram o escurecimento durante o armazenamento
de doce de umbu em massa e geleia de jambo,
respectivamente. Esse fato se deve provavelmente a
oxidacdo de pigmentos presentes (clorofila, caroteno,
compostos fenolicos), gerando cor escura®*’.

CONCLUSAO

As  diferentes  temperaturas interferiram
significativamente na estabilidade em relagdo aos agticares
redutores, a atividade de agua e a luminosidade. A
interagao tempo x temperatura interferiu nos parametros
de pH, sélidos soluveis, adesividade, firmeza, coesividade
e cor *b (amarela) da geleia da casca de banana-prata
até 165 dias de armazenamento. O tempo foi o fator
que mais influenciou na qualidade da geleia, ocorrendo
uma diminuicdo da atividade de agua, umidade,
agucares nao redutores, luminosidade, valor absoluto da
adesividade e firmeza e um aumento da acidez.
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RESUMO

Com o objetivo de efetuar o desenvolvimento de um produto tipo caviar & base de ovas de tainha (Mugil
platanus), foram preparadas varias formula¢des em fun¢io do teor de cloreto de sddio adicionado: 3,5
(A); 5,0 (B) e 6,5% (C). As amostras A, B e C foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas.
Os maiores valores obtidos foram observados na determinagio de umidade na amostra B (47,83%), em
relacdo a cinzas na amostra A (1,91%), lipidios na amostra A (11,13%), proteinas (23,37%) na amostra
B, carboidratos na amostra B (17,15%) e os resultados de valores caldricos e de pH corresponderam,
respectivamente, a 258,61 kcal/100 g (A) e 4,5 (A). Na avaliagdo microbiologica das trés formulagoes
utilizadas na elaboragdo do produto, foram obtidos os seguintes resultados: micro-organismos aerébios
vidveis < 10 UFC/g, coliformes termotolorantes < 3 NMP/g, Staphylococcus coagulase positiva < 102 UFC/g

e auséncia de Salmonella spp. nas amostras A, B e C estudadas.

Palavras-chave. ovas de pescado, valor agregado, produtos pasteurizados, controle de qualidade.

ABSTRACT

The present study aimed at developing a new product, the mullet (Mugil platanus) spawn-based caviar.
Three formulations were prepared varying the concentration of sodium chloride added: 3.5, 5.0 and
6.5%, corresponding to A, B and C samples, respectively. The physico-chemical characterization results
in samples A, B, and C were: humidity: 47.35, 47.83 and 47.65%; ashes: 1.91, 1.88 and 1.87%; lipids:
11.13, 10.77 and 10.80%; proteins: 23.33, 23.37 and 22.91%; carbohidrates: 16.26, 17.15 and 16.78%;
caloric value: 258.61, 255.03 and 255.93 Kcal/100 g; pH: 4.5, 4.3 and 4.4, respectively. Considering
the formulations applied, the data on microbiological evaluation of the mullet spawn were total viable
aerobic count (< 10 CFU/g), thermo-tolerant coliforms (< 3 MPN/g), coagulase positive Staphylococcus
aureus (< 10> CFU/g), and absence of Salmonella spp. (25 g). This new product might be an alternative

product to be consumed as a new seafood.
Keywords. fish spawn, aggregated value, pasteurized products, quality control.
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INTRODUCAO

O consumo de produtos pré-prontos vem
crescendo de maneira significativa nos grandes centros
urbanos devido as mudancas no estilo de vida, que
exigem operagdes culindrias de rapido preparo. Dessa
forma, as industrias pesqueiras passaram a investir em
novas tecnologias para elaboragao de seus produtos'?.

H4a indicativos que apontam para o
desenvolvimento de alimentos processados na forma de
embutidos e pastas a partir de polpa de pescado, dirigidos
a um grupo de consumidores especificos’.

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas
de diferentes espécies marinhas permite a elaboragdo de
produtos alternativos. Nesse sentido, produtos de pescado
do tipo caviar poderdo se constituir em um alimento
alternativo com elevado valor agregado*. O principal
produtor de caviar é a Russia’. As ovas sdo extraidas a
partir de trés espécies de esturjao, a beluga (Huso huso),
osetra (Acipenser gueldenstaedtii colchicus) e o sevruga
(Acipenser stellatus)®’.

De um modo geral, o pescado é processado de
maneira que sua fracao muscular seja direcionada para
o consumo. No entanto, com relagdo as suas visceras ou
o6rgaos, descarta-se sua utilizagdo para a alimentagdo
humana, a exce¢ao do figado de algumas espécies, que
é processado para a obten¢do de dleos comestiveis®. O
processamento de ovas apresenta peculiaridades proprias;
na costa mediterranea sdo geralmente processadas
mediante salga e desidratagdo e, no norte da Europa e
em paises proximos ao Mar Caspio, sdo unicamente
submetidas a opera¢ao de salga. Essas técnicas geram
produtos diferenciados com caracteristicas sensoriais
especificas. Dentre todos os tipos, o caviar beluga é o
de maior valor comercial; apresenta elevada qualidade
nutricional, contém 48% de substancias organicas, 40% de
umidade e 12% de lipidios’. Pode ser produzido a partir
de ovas de pescado fresco e podera ser processado nas
formas congelada, defumada, prensada e acondicionada
em latas ou vidros na forma de semiconservas®’.

De acordo com o Coédigo Alimentar Argentino®,
entende-se por caviar o produto elaborado com ovas de
varias espécies de esturjao adicionado de NaCl. O caviar
fresco apresenta os grdos aglomerados e caracterizagao
tisico-quimica apresentando 55% de umidade, 18% de
lipidios e 23% de proteinas.

A tainha (Mugil platanus) é uma espécie de
peixe pertencente a familia Mugilidae que habita
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aguas demersais estuarinas e marinhas. Essa espécie é
encontrada no sudoeste do Atlantico Sul, desde o Rio de
Janeiro (Brasil) até o extremo sul da Argentina''. Segundo
Silva', essa espécie é considerada de médio a grande
porte, podendo atingir até 1 m de comprimento.

Ranzani-Paiva e Tavares-Dias'’ sugerem que, as
variagoes de temperatura e salinidade influenciam as
capturas anuais dessa espécie. E o contato com aguas de
elevada salinidade, nos meses que antecedem a migragao
reprodutiva, acelera o processo de maturagao gonodal. Nos
meses de menor salinizagdo, o desenvolvimento gonodal
e a migragdo das espécies seriam retardados, afetando o
comportamento migratorio e, consequentemente, a sua
captura pela pesca artesanal'.

A microbiota do caviar é composta por
micro-organismos que se multiplicam entre 35 e
37 °C, tais como bactérias, leveduras e bolores'®. Os
micro-organismos oriundos da contaminagdo podem
ser transmitidos para as ovas durante o processamento
e causarem um efeito negativo na qualidade e seguranca
alimentar do produto final, devido a falta das condi¢des
higiénico-sanitarias adequadas'®'”'8.

Embora muitos trabalhos apresentem resultados
cientificos de produtos tipo caviar obtidos a partir de ovas
de esturjéo, existem poucos relatos sobre as caracteristicas
e variagdes fisico-quimicas associadas com a utiliza¢do de
ovas de tainha (Mugil platanus). O presente estudo teve
por objetivo avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a
variagdo microbioldgica que ocorreu na elaboragao dessa
semiconserva, visando a sua utilizacdo no desenvolvimento
de novos produtos com valor agregado.

MATERIAL E METODOS

Material

A matéria-prima utilizada foram ovas frescas
extraidas de tainhas (Mugil platanus), recém-capturadas
e adquiridas de inddstrias locais. Foram utilizadas 3
amostras com 4 kg de ovas frescas de tainha, totalizando
12 kg. As ovas foram extraidas de peixes adultos e,
posteriormente, acondicionadas em sacos de polietileno
de baixa densidade. Posteriormente, foram conservadas
sob congelamento a -18 °C até sua utilizacao para as
respectivas determinagdes analiticas.

Métodos
As ovas foram descongeladas sob refrigeracao
a 8 °C e imediatamente peneiradas para separar os
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graos do tecido conectivo. Posteriormente, realizou-se
o cozimento dos graos em cozinhadores basculantes,
aquecidos por camisa de vapor durante 8 min. a 72 °C
juntamente com a adi¢do de aditivos e ingredientes. O
pH final do produto ficou entre 4,3 e 4,5.

Os experimentos se caracterizaram por
formulagdes variaveis em func¢do do teor de NaCl: 3,5%
(amostra A); 5,0% (amostra B) e 6,5% (amostra C). As
ovas processadas foram acondicionadas em potes de vidro
na quantidade de 40 g e, posteriormente, pasteurizadas a
70 °C em banho-maria por 30 min. A seguir, realizou-se o
resfriamento até o produto atingir 20 °C. Os vidros foram
secos por meio de aspersoes de ar comprimido e estocados
a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C).

Caracterizacao fisico-quimica

A determinacdo da composi¢cdo proximal foi
realizada segundo técnicas da AOAC"; umidade e cinzas
por gravimetria (Técnicas N°. 950.46 e 938.08); proteinas
pelo método micro-Kjeldahl (Técnica N°. 940.25); e
lipidios por extragdo com solvente organico (Técnica
N°. 991.36). O pH das amostras homogeneizadas
foi medido potenciometricamente’. Cada medigao
representou a média de trés repeti¢oes. O valor caldrico
total, expresso em kcal/100 g, foi calculado pelos fatores
de Atwater para a matéria-prima e o produto final
conforme Chizzolini et al.’.

Avaliagao microbioldgica

Foram retirados assepticamente 25 g da amostra
e realizadas diluigdes sucessivas em solugdo de dgua
peptonada 0,1%. Para a deteccio de Salmonella spp.,
foram avaliadas por¢des com 25 g de amostra adicionadas
em 225 mL de caldo lactosado®. A enumeracdo de

micro-organismos aerobios vidveis foi realizada pelo
método do plaqueamento em profundidade em Plate
Count Agar - PCA. Ap6s a inoculagao e solidificacdo do
meio, as placas foram invertidas e incubadas a 37 °C por
48 h*. Para a determinacéo de coliformes termotolerantes,
foi utilizada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP),
indicada para a deteccdo de baixas concentragdes de
coliformes e por apresentar maior sensibilidade do que os
métodos comuns de plaqueamento®. Como meio seletivo
para a enumeragdo de Stapylococcus coagulase positiva, foi
utilizado o Agar Baird Parker. O meio combina o telurito
de potassio (0,01%), glicina (1,2%) e cloreto de litio (0,5%)
como agentes seletivos e a redugao do telurito e a hidrdlise
da gema de ovo como caracteristicas diferenciais®.

Na detecgdo de Salmonella spp., a andlise consistiu
no pré-enriquecimento de 25 g da amostra com 225 mL
de caldo lactosado. O meio inoculado foi incubado a
37 °C por 24 h. A seguir, foi realizado o enriquecimento
seletivo em caldo selenito cistina e em caldo tetrationato.
Posteriormente, foram feitas identificagdes bioquimicas
conforme metodologia da APHA®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagio fisico-quimica da matéria-prima

O conhecimento da variagdo sazonal relacionado
com a composicdo quimica do pescado é de grande
importancia tecnoldgica, pois influencia o rendimento
industrial, o sabor e a textura'.

A composigdo fisico-quimica das ovas de pescado
difere sazonalmente de espécie para espécie. Diferengas
sao observadas também de acordo com o estado de
maturacdo das gonodas, sendo que, quanto maior o
desenvolvimento, menor o conteudo de lipidios e maior

Tabela 1. Caracterizagéo fisico-quimica de ovas de tainha (Mugil platanus)

Amostras

Componentes ) 3 Média Desvio-padrao
Umidade (g/100g) 56,83 56,22 56,48 56,51 0,31
Cinzas (g/100g) 1,95 1,70 1,91 1,85 0,13
Lipidios (g/100g) 13,20 12,85 13,07 13,04 0,17
Proteinas (g/100g) 24,68 25,77 25,32 25,26 0,55
Carboidratos (g/100g) 3,34 3,46 3,22 3,34 0,12
pH 6,1 5,9 6,0 6,0 0,1
Valor Caldrico (kcal/100g) 230,85 232,60 232,60 231,75 0,87
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o conteudo de umidade?. A Tabela 1 apresenta os valores
da composigao fisico-quimica das ovas de tainha (Mugil
platanus) utilizadas no estudo.

Czesny et al.? verificaram que as ovas de esturjao
apresentaram conteiido de lipidios que variaram entre
10,8 e 13,5%. De acordo com Whirth et al.®, a composi¢io
proximal de ovas de pescado relacionada com o teor de
umidade apresentou 45,0% para o salmao e 58,0% para a
carpa. Os valores relacionados com os teores de proteinas se
situaram entre 25 e 33% e os de lipidios entre 4,05 e 11,5%,
respectivamente para o salmao e para a carpa. Os resultados
encontrados indicaram que a composi¢do quimica das ovas
de tainha é semelhante a de outras espécies.

Com relagdo ao pH, os valores obtidos se
situaram entre 5,9 e 6,1. Os resultados apresentados
indicaram uma adequada conservagido do pescado e,
especificamente, das ovas, matéria-prima utilizada na
elaboracio do caviar.

Os fendmenos de aparecimento e resolucdo
da rigidez cadavérica sdo rapidos em peixes, porém
o enrijecimento post mortem e a queda do pH sdo
graduais, geralmente entre 5,6 e 7,0. E desejével que
a conservacdo pelo frio ocorra o mais rapidamente
possivel em pH reduzido, possibilitando o aumento
da vida util*.

Neste trabalho, o valor caldrico das ovas se situou
entre 230,85 e 232,60 kcal/100 g. De acordo com Brunner
et al.'®, os valores caldricos para as ovas de varias espécies
variaram de 130 a 280 kcal/100 g.

Avaliagao microbioldgica da matéria-prima
Conforme Altug e Bayrak®, durante o processo
de extragdo das ovas, micro-organismos aerdbios
viaveis presentes na superficie do pescado podem
ser transferidos para as ovas, constituindo grande
risco para a seguranca alimentar do produto final. A
Tabela 2 apresenta os resultados obtidos na avaliaciao
microbioldgica das ovas de tainha (Mugil platanus), que

Tabela 2. Avaliacdo microbiolégica das ovas de tainha (log,, UFC/g)

Amostras

Micro-organismos
1 2 3

Micro-organismos aerébios viaveis (UFC/g) 4,2 4,3 4,3
Coliformes termotolerantes (NMP/g) <3 <3 <3

Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g)  <10*>  <10*> <10°

Salmonella spp. Ausente Ausente Ausente
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indicam adequadas condig¢des higiénico-sanitarias na
manipulagdo desses drgaos reprodutivos.

Com relacdo as espécies marinhas tropicais, a
carga de micro-organismos aerdbios viaveis inferior
a 107 UFC/g indica um pescado com qualidade
microbiolégica aceitavel para o consumo humano®.
Neste estudo, verificaram-se variacdes entre 4,2 e 4,3
log,, UFC/g.

Na avaliacdo de coliformes termotolerantes,
os valores encontrados em todas as amostras de ovas
foram < 3 NMP/g. De acordo com Farias e Freitas®,
os valores reduzidos relacionados com este grupo de
micro-organismos evidenciam praticas de manipulagdo
apropriadas para a matéria-prima.

A enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva
é utilizada como indicador de contaminagdo pds-processo
ou das condigdes de sanificagdo das superficies
operacionais®. Os resultados obtidos indicam que foram
seguidas as Boas Praticas de Manipulagdo durante o
processamento do caviar. Segundo Hobbs et al*, a
salmonela possui temperatura 6tima de crescimento entre
35 e 37 °C. Como as ovas foram extraidas, acondicionadas
em sacos de polietileno e imediatamente armazenadas
a -18 °C, o efeito desse processamento contribuiu para
a inibicdo desse micro-organismo. Todas as amostras
apresentaram resultados negativos com relacdo a
deteccdo desse patdgeno. Segundo Beirdo et al.*, com
base no regulamento técnico que estabelece critérios e
padrées microbioldgicos para alimentos, os resultados
indicam qualidade aceitavel para processamento
e posterior consumo.

Composi¢ao proximal do caviar

Os resultados da composicéo proximal do produto
tipo caviar estdo apresentados na Tabela 3. A reducédo da
umidade em relacdo & matéria-prima foi devida ao produto
ter sofrido pré-cozimento antes da pasteurizagio.

Deacordo com Neves et al.”, as proteinas do tecido
conectivo correspondem de 3 a 5% do total das proteinas
e se concentram ao redor das fibras musculares e na regiao
da epiderme. Pelo fato de, neste estudo, o tecido conectivo
das ovas ter sido removido por peneiramento, pode-se ter
contribuido para a redu¢io do teor proteico. O aumento no
percentual dos carboidratos é consequéncia da adi¢do dos
ingredientes e aditivos na formulagdo. Estudos realizados
por Gerasimov e Antanova®, e relacionados com a
composi¢cdo quimica do caviar de esturjao, mostraram
conteidos de umidade variando entre 51,5 e 55%,
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Tabela 3. Caracterizagio fisico-quimica do caviar de ovas de tainha

Amostras
Componentes Média Desvio-padrao
1 2 3

Umidade (%) 47,35 47,83 47,65 47,61 0,24
Cinzas (%) 1,91 1,88 1,87 1,88 0,02
Lipidios (%) 11,13 10,77 10,80 10,90 0,18
Proteinas (%) 23,33 22,37 22,91 22,87 0,48
Carboidratos (kcal/100g) 16,26 17,15 16,78 16,75 0,43
pH 4,5 4,3 4,4 4,4 0,1
Valor Caldrico (kcal/100g) 258,61 255,03 255,93 256,53 1,86

proteinas entre 26 e 28% e lipidios entre 14 e 16%. Whirth
et al’ realizaram determinag¢des da composicio quimica
em 22 espécies de esturjao e obtiveram como resultados os
seguintes valores: proteinas, entre 22,2 e 31,3%; e lipidios,
entre 10,9 e 19,4%.

O pH, por ser uma variavel critica neste tipo
de tratamento (semiconserva), deverd ser sempre
inferior a 4,5 se considerarmos a potencialidade do
Clostridium botulinum e sua capacidade esporulante para
o risco alimentar. Acima desse valor, a esporulacdo desse
micro-organismo ¢é fator de risco em processos infecciosos'®.
Os resultados no presente estudo demonstraram que o
produto final apresentou uma variagdo de pH entre 4,3 e
4,5, ficando na faixa de inibi¢ao desse micro-organismo.

Conforme Franco®, o caviar produzido a partir
de diferentes espécies de pescado apresenta valor caldrico
entre 200 e 290 kcal/100 g. Para o caviar de esturjao, é de
aproximadamente 262 kcal/100g, segundo publicagao do
Sea Grant Institute — SGI*’. O resultado encontrado neste
estudo mostrou valores entre 255,03 e 258,61 kcal/100 g,
semelhantes aos valores encontrados na literatura.

Tabela 4. Resultados microbiolégicos do caviar de ovas de tainha
(logi, UEC/g)

Amostras

Micro-organismos
1 2 3

Micro-organismos aerdbios viaveis (UFC/g) < 10 <10 <10
Coliformes termotolerantes (NMP/g) <3 <3 <3
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g)  <10*  <10* <10?

Salmonella spp. Ausente Ausente Ausente

Avaliagao microbioldgica

A Tabela 4 apresenta os resultados das avaliacoes
microbioldgicas do caviar de ovas de tainha.

A baixa enumeragio de micro-organismos aerdbios
vidveis demonstra que houve adequada manipulagio
higiénico-sanitaria durante o processamento. A limitacdo
do desenvolvimento microbiano e a otimizacéo de fatores
que previnam esse efeito sao de grande importincia no
que diz respeito a manutengdo da seguranca alimentar e
estdo relacionadas com a sua inocuidade. A concentragdo
de NaCl acima de 4% e o pH entre 4 e 5 promovem uma
inibicdo da microbiota deterioradora. Em seus estudos,
Altug e Bayrak®, apds realizarem avaliagdes microbioldgicas
em 22 amostras de caviar, oriundas da Russia e do Ira,
obtiveram os seguintes resultados: micro-organismos
aerdbios vidveis, 10’ a 2,6 x 10° UFC/g coliformes
termotolerantes, <10' a 2,4 x 10* NMP/g; Staphylococcus
coagulase positiva, 5 x 10° UFC/g; e auséncia de Salmonella
em todas as amostras.

Conforme os resultados no presente estudo,
todos os valores ficaram abaixo do limite maximo
estabelecido pela ICMSF*, indicando um produto
apropriado para o consumo.

CONCLUSAO

E possivel a utilizagdo desse tipo de matéria-prima
para o processamento de caviar a partir de ovas de tainha.
Ha uma visivel possibilidade de aumento da oferta e
diversificagdo desse produto na linha das semiconservas.
Desde que sejam observados os requisitos higiénico-
sanitarios na extracdo das ovas, 0 seu processamento é
apropriado para a obtencéo desse tipo de produto.
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RESUMO

O tucupi, produto amplamente consumido pela populagio do norte do Brasil, é obtido por meio de
fermentacdo e coc¢do da manipueira, que é um subproduto da fabricagdo da farinha de mandioca seca. No
processamento sao utilizadas as raizes de mandioca que contém elevado teor de acido cianidrico (HCN), as
quais quando ingeridas causam sério dano a satide. No presente trabalho foram quantificados os teores de
cianeto total e livre durante as etapas de processamento da manipueira desde a obtencio até a producdo do
tucupi. Além disso, foram determinados pH, acidez total titulavel e teor de solidos soltiveis durante todas as
etapas de processamento. A manipueira recém-extraida apresentou valores de 227,8 mg HCN/L de cianeto
total e 46,6 mg HCN/L de cianeto livre. Apds as etapas de fermentac¢do houve decréscimo no teor de HCN, e
o produto final (tucupi) apresentou valores de 37,1 mg HCN/L de cianeto total e 8,9 mg HCN/L de cianeto
livre. Quanto aos demais parametros, os valores encontrados foram: pH (3,6), acidez total titulavel (12,3 meq
NaOH/100 mL) e sdlidos soltveis (8,1 °Brix). No presente estudo, o tucupi nao apresentou valores elevados
de cianeto total e livre apds aplicagdo do processo de fermentagio e cocgdo da manipueira.

Palavras-chave. Manihot esculenta, mandioca, fermentacio, manipueira, dcido cianidrico.

ABSTRACT

Tucupi, a product highly consumed by population living in the north of Brazil, is obtained by fermenting
and cooking manipueira, which is produced from dry cassava flour. For producing the tucupi, cassava roots
with high contents of hydrogen cyanide (HCN) are used, and it is hazardous product when it is consumed.
This study analyzed the total and free cyanide contents during the whole processing steps of manipueira
until getting the final production of tucupi. In addition, pH, total acidity and soluble solids contents were
determined during the all processing steps of tucupi production. The newly extracted manipueira showed
227.8 mg HCN/L of total cyanide and 46.6 mg HCN/L of free cyanide. After being treated by fermentation,
manipueira showed a decrease in HCN contents, and the values of 37.1 mg HCN/L of total cyanide and
8.9 mg HCN/L of free cyanide were found in the final product tucupi. The values of pH (3.6), total acidity
(12.3 meq NaOH/100mL) and soluble solids (8.1 °Brix) were found. In this study, the tucupi did not show
high contents of total and free cyanide by employing fermentation and cooking processes of manipueira.
Keywords. Manihot esculenta, cassava, fermentation, manipueira, hydrogen cyanide.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) destaca-se
como importante produto da agricultura familiar no
norte e nordeste do Brasil, onde numeros expressivos
de individuos do meio rural vivem da producio e
processamento da farinha e outros produtos, constituindo
atividades de baixo investimento e facil comercializacio.
De acordo com o IBGE!, estima-se que a quantidade de
mandioca produzida no Brasil em 2009 foi de 24,4 milhoes
de toneladas, sendo o Para o principal estado produtor
com 4,5 milhdes de toneladas, seguido do Parana (3,6),
Bahia (3,4), Rio Grande do Sul (1,3) e Maranhao (1,2).

Pertence ao grupo de plantas cianogénicas por
apresentar glicosideos cianogénicos em sua composigao.
De acordo com Cagnon et al? tais glicosideos,
conhecidos como linamarina e lotaustralina (propor¢ao
de 93:7 no tubérculo), apos ruptura da estrutura celular
da raiz, entram em contato com as enzimas presentes
(linamarase) degradando estes compostos, liberando
acido cianidrico (HCN), que é o principio toéxico
da mandioca e cuja ingestdo, ou mesmo inalagdo,
representa sério perigo a saude, podendo haver casos
extremos de envenenamento.

Uma das principais formas de aproveitamento das
raizes de mandioca é na producio de farinha. Durante o
processo de fabricacdo da farinha de mandioca, as raizes
trituradas sdo prensadas para a remocio de seu liquido,
e a massa prensada segue para a torragao. Este residuo
liquido é denominado de manipueira. Da manipueira
produz-se o tucupi, molho parcialmente fermentado e
condimentado que é considerado um ingrediente muito
apreciado e utilizado na culindria paraense. A composi¢ao
do tucupi, segundo Chisté et al’, varia entre 94,64 a
97,46% de umidade, 0,18 a 1,08% de residuo mineral fixo,
0,33 2 0,66% de proteinas, sendo considerado alimento de
pH baixo. A combinagéo entre esse pH baixo e o alto teor
de linamarina pode levar a fixagdo do cianeto®

Segundo Cereda?, a manipueira representa
potencial poluente devido a grande quantidade
de material de origem organica esgotado, além da
presenca dos glicosideos potencialmente hidrolisaveis
a cianeto. Sendo assim, uma das formas de se evitar a
polui¢do do meio ambiente é utilizar a manipueira na
producéo do tucupi.

Existem dados disponiveis sobre o teor de cianeto
total e livre em 10 amostras de tucupi comercializadas
na cidade de Belém, PA, Brasil®>. No entanto, nao foram
reportados na literatura dados sobre os teores de cianeto
ao longo do processo de produgdo do tucupi. Sabendo
que o tucupi é preparado a partir da mandioca brava (teor
de HCN superior a 100 mg HCN/kg de raiz sem casca),
utilizada na fabricacdo da farinha seca, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a efetividade do processamento na
producio do tucupi através da quantificagdo dos teores
de cianeto total e livre.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Para a produgdo do tucupi em laboratdrio
foram utilizados 5 kg de raizes de mandioca da cultivar
Boi Branco 54, com 16 meses, escolhidas de acordo
com a disponibilidade das raizes e colhidas no més de
novembro de 2005. As raizes foram doadas pelo Banco
de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental,
Belém, PA, Brasil.

Processamento da mandioca para obten¢io do tucupi

A produgdo do tucupi foi realizada em escala
laboratorial, de maneira semelhante a utilizada nas
casas de farinha do interior do Para (Figura 1). A raiz
de mandioca foi lavada em agua corrente, descascada
manualmente com auxilio de facas de ago inoxidavel,
triturada em processador de alimentos e prensada para
remo¢ao da manipueira. Em seguida, a manipueira

Raiz de Mandioca Pl Descascamento P Trituracdo »  Prensagem
: . N : B Fermentagao Manione: P
Tucupi < Cocg¢do (10 min) [« por 72 hotas anipueira [«

Figura 1. Fluxograma simplificado de processamento da manipueira para obtengio do tucupi
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recolhida em recipientes de vidro permaneceu em
repouso por 3 dias em temperatura ambiente (28 °C).
Durante o repouso, houve decantagido do amido, que foi
posteriormente removido, ocorrendo naturalmente a sua
fermentagdo. Apos a etapa de fermentagdo da manipueira,
foi realizada cocgdo por 10 minutos para obtenc¢do do
tucupi. O tucupi foi armazenado em geladeira (5 °C) até
o momento de realizacdo das andlises.

Analises fisico-quimicas realizadas

As andlises foram realizadas em cinco pontos
do processamento apds a obtencdo da manipueira:
manipueira recém-extraida (MRE); manipueira apds
24 horas (M24); 48 horas (M48); 72 horas (M72) de
fermentagdo; e no produto finalap6s 10 minutos de cocgao
(T). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Determinagdo do pH

Determinado através de leitura direta em
potencidmetro devidamente calibrado com as solugbes
tampoes pH 7,0 e 4,0 a 20 °C, segundo método n° 981.12
da AOAC".

Determinagdo de sélidos soluveis (°Brix)

Determinado pelo método refratométrico pela
leitura direta dos graus Brix da amostra a 20 °C em
refratometro digital de bancada, de acordo com o método
n° 932.12 da AOAC®.

Determinagdo da acidez total tituldvel

A acidez total titulavel foi determinada através
de titulacdo da amostra com NaOH 0,1 N, sendo o pH
da solugdo monitorado por potencidmetro, segundo
método n° 942.15B da AOAC®. O resultado foi expresso
em miliequivalentes (meq) de NaOH/100 mL.

Determinagdo de cianeto total e livre

As amostras retiradas nas etapas de produgdo
do tucupi foram analisadas em quadruplicata para
quantificacdodocianetototalelivre porespectrofotometria,
utilizando a metodologia descrita por Cooke® e,
posteriormente adaptada por Essers et al.’”, com algumas
modificagdes. Nesta metodologia, baseada na reagao de
Konig, o cianeto (CN-) é oxidado a haleto de cianogénio
cloroamina T ou N-clorosuccinimida. Este composto
reage comacidoisonicotinico para produzir um dialdeido,
que acopla com aminas ou compostos com o grupamento
metileno ativo, como 4cido dimetilbarbitarico, para

formar um complexo colorido, e posterior leitura em
espectrofotometro a 605 nm.

Para extra¢do dos compostos cianogénicos,
foram pipetados 10 mL de amostra, adicionados 60 mL
de solucio alcodlica de acido fosférico 0,1 M (solucio
extratora) e centrifugados a 3000 rpm/10 min. Apos
centrifugagdo, o extrato sobrenadante, contendo os
glicosideos cianogénicos, foi transferido para balao
volumétrico de 100 mL.

Para determinacdo de cianeto total, 0,1 mL do
extrato acido obtido foi adicionado em tubo de ensaio
contendo 0,4 mL de tampao pH 7,0, sendo adicionada,
entdo, a enzima linamarase e o tubo submetido a
banho-maria por 15 min a 30 °C, promovendo a lise
dos glicosideos cianogénicos. Apds esta etapa, foi
adicionado 0,6 mL de solucio NaOH 0,2 M e deixado
por 5 minutos em repouso a temperatura ambiente
(251 °C), decompondo a cianoidrina rapidamente
para cianeto em solugdo alcalina. Em seguida, foram
adicionados 2,8 mL de tampdo pH 6,0 e 0,1 mL de
cloroamina T, agitando-se o tubo para homogeneizar
o conteudo e sendo, depois, submetido a banho de
gelo por 5 minutos. Finalmente, foi adicionado 0,6 mL
do reagente de cor no tubo de ensaio, sendo agitado
posteriormente e deixado em repouso por 10 minutos
a temperatura ambiente. Depois de passado o tempo da
rea¢ao, o complexo colorido contido no tubo de ensaio,
de cor azul, foi lido em espectrofotdmetro a 605 nm.

Para determinacdo de cianeto livre, 0,6 mL do
extrato acido obtido foi adicionado em tubo de ensaio
contendo 3,4 mL de tampao pH 6,0. Foi adicionado
0,1 mL de cloroamina T, e os tubos foram agitados
para homogeneizar o contetdo e, em seguida, foram
submetidos a banho de gelo por 5 minutos. Apos
transcorrido o tempo, 0,6 mL de reagente de cor foi
adicionado ao tubo de ensaio, agitado e deixado em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente para
posterior leitura a 605 nm.

A curva de calibragio foi construida em
espectrofotometro UV-visivel Shimadzu (Téquio, Japido)
a partir de 11 pontos, com concentra¢do variando de
0,013 a 2,708 pg HCN.0,1 mL™".

Andlise estatistica

Os resultados médios obtidos durante o estudo
(média e desvio-padrio) foram analisados com o auxilio
do programa Statistica® versao 6° empregando as analises
de varidncia (ANOVA) e Teste de Tukey (p<0,05).

43



Chisté RC, Cohen KO. Teor de cianeto total e livre nas etapas de processamento do tucupi. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011;

70(1):41-6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspropriedades do tucupidependem diretamente
do processo de fabricacdo realizado, assim como da
variedade da mandioca utilizada no processo de extracao
da manipueira, apresentando, dessa forma, pH baixo
(3,6), elevada acidez total (12,3 meq NaOH/100 mL) e
sOlidos soluveis em média de 8,1 °Brix (Tabela 1).

De acordo com os valores de pH obtidos, durante
o processo de fabricagdo do tucupi, ndo houve diferenga
estatistica significativa (p<0,05) entre a manipueira
recém-extraida e ap6s 24 horas de fermentagdo. Apos 24
de fermentagdo até 72 horas de fermentacio, o valor do pH
diminuiu para 3,6 e no tucupi tal valor se manteve. Valores
semelhantes de pH foram encontrados por Chisté et al.’
ao analisarem 10 amostras de tucupi comercializadas nas
principais feiras e supermercados da cidade de Belém, PA.
O pH ¢ um fator importante que influencia na atividade de
enzimas.Deacordocom Cereda’,quandoocorredilacera¢io
dos tecidos vegetais das raizes de mandioca, em decorréncia
do seu processamento, o glicosideo cianogénico linamarina
presente ¢é clivado em glicose e acetonacianoidrina, devido
a agdo catalisadora da enzima B-glicosidase (linamarase).
Numa segunda e tltima etapa da cianogénese (processo de
geracao de HCN), a acetonacianoidrina é convertida em
HCN e acetona, e esta etapa pode ser mediada pela enzima
hidroxinitriloliase numa faixa de pH de 3,5-6,0, ou ocorrer
espontaneamente quando os valores de pH sdo maiores
que 4,0. Dessa forma, a amostra de tucupi analisada no
presente estudo apresentou valor dentro dessa faixa 4cida,
podendo contribuir para a cianogénese da linamarina.

Tabela 1. Solidos soluveis, pH e acidez da manipueira até obtengdo
do tucupi

Solidos
Etapas do Acidez total titulavel
pH Soluveis
processamento (meq NaOH/100 mL)
(° Brix)
MRE 6,3+ 0,10* 1,9+ 0,01* 7,2+ 0,06
M24 6,2+ 0,06 2,2+ 0,06° 6,5+ 0,10°
M48 4,0+ <0,01° 6,5+ 0,10° 6,3+ 0,06°
M72 3,6+ 0,06° 10,7 £+ 0,20¢ 6,3+ 0,06°
T 3,6£0,10¢ 12,3*+0,01¢ 8,1+ 0,06¢

MRE = manipueira recém-extraida; M24 = manipueira apds 24 horas de
fermentagdo; M48 = manipueira apés 48 horas de fermentagdo; M72 =
manipueira apés 72 horas de fermentagio; T = tucupi. Média com letras
iguais em uma mesma coluna ndo se diferem estatisticamente (p<0,05)

44

Com relagao ao teor de acidez total titulavel, os
valores apresentaram aumento significativo (p<0,05) até a
obtencédo do tucupi, provavelmente devido a fermentacio
ocorrida pela presenca do amido decantado na
manipueira. Valores inferiores ao encontrado no presente
estudo foram reportados por Chisté et al.> para amostras
de tucupi comercializadas na cidade de Belém, PA, (3,9 a
10,6 meq NaOH/100 mL). O aumento no teor de acidez
total esta relacionado com a diminuigao nos valores de pH
durante o processamento do tucupi devido a liberagao de
acidos provenientes da fermentacdo. Da mesma forma, no
processamento da farinha d’agua, a fermentagao do amido
presente demonstra ser o responsavel pelo aumento da
acidez'. Vilpoux" relata que a acidez da farinha permite
obter informagdes sobre o processo de fermentacdo pelo
qual passou o produto, ou seja, quanto maior a acidez,
maior a intensidade da fermentagdo ou tempo do processo
de pubagem (molho ou maceragio).

Quanto ao teor de sdlidos soluveis, houve
diminui¢do desde a MRE até 72 horas de fermentagao. O
teor de sdlidos soluveis indica, dentre outros constituintes,
os agucares dissolvidos no meio, que também estdo
disponiveis para processos fermentativos, sendo esta
a possivel causa para a diminui¢cdo no teor durante o
processo de fermentacio da manipueira. No tucupi, o valor
aumentou para 8,1 °Brix em funcio da concentracido do
meio, devido a evaporacéo de liquido durante o processo
de coc¢do do molho fermentado.

AFigura2mostraoresultadodasconcentragdesde
cianeto total e livre durante as etapas de processamento do
tucupi. A variacdo dos teores de cianeto esta relacionada
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Etapas de processamento

Figura 2. Teores de cianeto total (e) e cianeto livre (=) nas etapas
de processamento da manipueira para obten¢ao do tucupi
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com a matéria-prima e/ou com o processo de obtenc¢io
do tucupi, tendo em vista que mandiocas com alto teor
de 4cido cianidrico na raiz poderdo apresentar valor
elevado na elaboracido do tucupi, caso a destoxificacao
nao seja eficaz durante as etapas de processamento.

O teor de cianeto total, conforme esperado,
apresentou comportamento decrescente em seus teores
em funcdo do processo natural de hidrdlise realizado
pela enzima linamarase em contato com o substrato
linamarina, diminuindo, assim, a concentra¢io de cianeto
total (ligado ou potencial). Na MRE o teor de cianeto
total foi de 227,8+10,9 mg HCN/L, diminuindo para
166,6+9, 3 mg HCN/L na M24, 102,1+1,9 mg HCN/L na
M48, 91,6+5,2 mg HCN/L na M72 e 37,1+1,7 mg HCN/L
no tucupi (T). Apenas no periodo de 48 e 72 horas de
fermentacio, os teores de cianeto total ndo apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05).

A concentragéo inicial do cianeto livre (forma
diretamente toxica ao ser humano) foi de 46,6+0,9 mg
HCN/L na MRE, e apds 24 horas de fermentacio esse
valor subiu para67,1+0,7 mg HCN/L. Esse aumento pode
ser explicado devido a hidrélise do cianeto total para a
forma livre do cianeto, evidenciado pela diminui¢do nos
valores de cianeto total. E possivel afirmar que durante
as primeiras 24 horas de fermentacio da manipueira, o
teor de cianeto livre aumentou até que fosse liberado o
maximo dessa forma de cianeto. Nas etapas seguintes
foram observadas redugdes nos teores de cianeto livre
em decorréncia do processo fermentativo. Apos 48
horas de fermentagio (M48) o teor de cianeto livre
na manipueira diminuiu para 16,5+0,4 mg HCN/L,
passando por 9,9+0,1 mg HCN/L em 72 horas de
fermentacdo (M72). Ao término da fermentagido da
manipueira, com a realizacdo da coc¢do por 10 minutos
para o preparo do tucupi, houve continuidade na
reducio do teor de cianeto livre apresentando valor de
8,910,1 mg HCN/L, devido a volatilizagao causada pela
exposicdo as elevadas temperaturas.

O processo fermentativo anterior ao processo
de cocgao (fervura) permite a a¢ao mais prolongada
da linamarase, enzima que hidrolisa a linamarina
(responsével pela liberacio de HCN), que é aos poucos
inibida, pela acidificagdo e queda do pH em decorréncia
da fermentacdo. Durante a cocgdo ocorre desativacio
imediata da linamarase'?. Segundo Hosel e Barz", cerca
de 70% da linamarina presente na raiz da mandioca
sao removidos por hidrélise enzimatica durante o
processamento. Em complementagdo, quase todo o

cianeto que é gerado ¢ removido por volatilizagao ou
solubiliza¢do.

Segundo Cereda’, casos significativos de
envenenamento por cianeto sdo restritos as regides onde
a dieta alimentar é composta quase exclusivamente de
mandioca e, além disso, estao ligados a desnutri¢ao. Os casos
comprovados de intoxicagdo sao pouco frequentes. Em geral,
caracterizam criangas com casos graves de desnutri¢ao.

Ap6s estudos da determinagdo do potencial
de intoxicacdo em ratos, de linamarina extraida de
mandioca, feita por Cereda e Lopes', os autores
chegaram a conclusdao de que a DL;, (dose letal para
50% de ocorréncia) oral de linamarina extraida foi
324,86+1,5 mg/kg/peso, correspondendo a 35,35 mg de
HCN/kg peso. A DL;; aceita pela OMS é de 10 mg/kg de
peso, menor que a estabelecida até agora. A unica forma
toxica é a de cianeto livre (CN-), ou de seu acido (HCN)®.
No presente estudo o teor de cianeto livre encontrado
no tucupi foi de 8,9 mg HCN/L, portanto, com base
nesses dados, um individuo adulto de 70 kg deveria
ingerir na alimentagdo aproximadamente 78 litros de
tucupi para que a DLs, seja alcangada, considerando
o limite aceito atualmente pela OMS. Abaixo da dose
letal existe um mecanismo de destoxifica¢do, na qual o
cianeto é transformado em tiocianato, em presenga de
enzima rodanase, e cisteina, um aminodcido doador de
equivalentes redutores, na forma de hidrogénio presente
no grupamento lateral tidlico'. O tiocianato formado
ndo é mais toxico e é eliminado pela urina®’.

CONCLUSAO

O tucupi, obtido pela fermentagido e cozimento da
manipueira de forma padronizada, pode ser caracterizado
como um alimento de baixo pH, elevada acidez e seguro
para o consumo humano, em fun¢ido de o referido
processamento reduzir os teores de cianeto originais da
manipueira a niveis atoxicos ao homem.
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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados os efeitos da adi¢éo de acido fitico sobre a cor e os indicadores de vida
de prateleira em produto carneo do tipo hamburguer. Os produtos preparados por trés tratamentos
com 4cido fitico (0,08; 0,10; e 0,20%) e um padrdo com adi¢do de eritorbato de sodio (0,10%) foram
armazenados a -20 °C por 90 dias com anadlises periddicas a cada 15 dias. O tratamento-padrdo mostrou
ser mais eficiente na manutengao de cor nos periodos iniciais, enquanto que o tratamento com 0,20%
de acido fitico apresentou menor varia¢do na colora¢do e maior intensidade de cor no periodo final
de armazenamento. Os valores de pH ndo variaram significativamente e mantiveram-se adequados
ao produto. Os valores de substincias reativas ao dcido tiobarbiturico apresentaram comportamento
inicial andmalo, com estabilizagdo apds 30 dias na presenca das diferentes concentragdes de dcido fitico,
e manutenc¢io de valores significativamente inferiores ao produto-padrio. O presente estudo mostra o
potencial efeito do 4cido fitico em produto cirneo tipo hamburguer.

Palavras-chave. eritorbato de sédio, acido fitico, antioxidante, hamburguer, vida de prateleira.

ABSTRACT

This study evaluated the effects of addition of phytic acid on the color and the shelf life indicators in
hamburger-type meat product. Products prepared from three phytic acid treatments (0.08, 0.10 and
0.20%) and one standard with addition of sodium erythorbate (0.10%) were stored at -20 °C for 90
days, and the samples were periodically analyzed every 15 days. The standard treatment was mostly
effective in maintaining color during the initial stages, while the treatment with 0.20% of phytic acid
showed lowest variation and highest intensity of color at the final period of storage. The pH values did
not show significant difference and remained adequate for the product. The values of reactive substances
to thiobarbituric acid showed an initial anomalous behavior, but they became stable after 30 days in
the presence of different concentrations of phytic acid, and maintained significantly low values when
compared with the standard product. These findings suggest a potential use of phytic acid addition into
hamburger-type meat product.

Keywords. sodium eritorbate, phytic acid, antioxidant, hamburger, shelf life.
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INTRODUCAO

O 4cido fitico é um composto naturalmente
presente em todos os organismos eucaridticos, com maior
ocorréncia em vegetais, em que representa a principal
forma de armazenamento de fdésforo e desempenha
diversas fungdes fisiologicas'. A maior concentragdo de
acido fitico ocorre em graos de cereais e leguminosas,
bem como nos seus derivados, o que tem sido apontado
historicamente como fator limitante ao uso dessas fontes
vegetais na nutricdo humana e animal, pois, além de
ser uma forma de fosforo indisponivel, o dcido fitico
também forma quelatos com metais di e trivalentes
(cdlcio, magnésio, manganés, ferro e zinco) e compostos
organicos reativos (proteinas, por exemplo), reduzindo a
biodisponibilidade destes no trato gastrintestinal®**.

Entretanto, a classica visao do acido fitico como
uma substancia de caracteristicas antinutricionais tem
sido revista nos tltimos anos, uma vez que propriedades
benéficas sdo atribuidas a esse composto em modelos
investigativos de cancer®®’, terapias preventivas ao mal
de Parkinson?, arteriosclerose® e calculos renais’.

As diversas propriedades preventivas e terapéuticas
atribuidas ao acido fitico sdo justificadas pelo seu potencial
antioxidante. Dessa forma, o uso desse composto, também,
como aditivo alimentar desperta interesse no intuito de
prevenir as reagdes oxidativas nos alimentos. A ocorréncia
de processos oxidativos estd entre as maiores causas de
perdas econdmicas e é causa primaria da perda de qualidade
de carnes e produtos carneos, conduzindo a perda do valor
nutricional, alteracdes no sabor, odor, cor, textura e formacio
de produtos toxicos a satide do consumidor. Esses aspectos
sao de grande importancia, sobretudo ao se considerar
produtos carneos congelados, como o hamburguer, que
possuem sua vida util determinada pela intensidade dessas
alteracoes. Assim, o controle da oxidagao lipidica nos
produtos carneos torna-se essencial e pode ser feito com a
adi¢do de antioxidantes sintéticos ou naturais'®*’.

As oxidagoes de lipidios e pigmentos estao
relacionadas, uma vez que agentes prd-oxidantes
liberados através da peroxidacdo lipidica sio capazes
de se ligar a oximioglobina, conduzindo a formagdo de
metamioglobina. Por seu mecanismo de agao, o acido fitico
¢ capaz de se ligar tanto a elementos metalicos, cofatores das
reagdes oxidativas, quanto ao proprio ferro do grupamento
heminico nos pigmentos da carne, caracterizando, assim,
caracteristicas antioxidantes e de fixagdo de cor'*'>'6Y7,
Por este motivo, o acido fitico é utilizado em paises como
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Estados Unidos, Canada e Japdo, usualmente adicionado
em produtos carneos, pastas de peixe, frutos do mar, frutas,
vegetais, queijos, massas, missds, molhos de soja, sucos,
produtos de panificagdo e bebidas alcoodlicas, no intuito de
incrementar nutricionalmente, prevenir a perda de cor e
prolongar a vida de prateleira desses produtos'®!®*’.

Neste contexto, o presente trabalho foi conduzido
com o objetivo de avaliar os efeitos sobre a cor e
indicadores da vida de prateleira em produto carneo tipo
hamburguer com substitui¢do do antioxidante eritorbato
de sédio pelo acido fitico.

MATERIAL E METODOS

Matérias-primas e elaboracio dos produtos

As matérias-primas utilizadas na obtencio da
massa-base das formulacdes consistiram em 80% de
carne bovina magra, 10% de toucinho e 10% de proteina
texturizada de soja hidratada na proporg¢do de 1:3. Nas
matérias-primas foram adicionados ingredientes como
gelo, sal, pimenta branca e preta moidas, alho em po,
cebola em pd, glutamato monossédico e antioxidante
teste (eritorbato de s6dio 98%, marca Doremus, ou acido
fitico 95%, extraido de farelo de arroz e fornecido pela
empresa Ingal Alimentos de Santa Maria-RS).

Os produtos foram elaborados conforme
metodologia proposta por Terra*® e observando-se as
determinacdes de identidade e qualidade descritas na
legislagao brasileira®, sendo a carne e o toucinho moidos
em disco de 8 mm e levados a maquina misturadeira
com adi¢ao de proteina texturizada de soja, gelo e demais
ingredientes. Ap6s mistura, a massa foi dividida em 4
porgdes para adicdo dos antioxidantes, originando os
seguintes tratamentos:

- hamburguer de massa-base com adi¢ao de 0,10% de
eritorbato de sodio (padrio);

- hamburguer de massa-base com adi¢ao de 0,08% de
acido fitico;

- hamburguer de massa-base com adi¢ao de 0,10% de
acido fitico;

- hamburguer de massa-base com adi¢ao de 0,20% de
acido fitico.

A legislagdo brasileira regulamenta o uso do
eritorbato de s6dio na quantidade suficiente para que exerca
o efeito desejavel (quantum satis), enquanto que o acido fitico
néo possui limite estabelecido para produtos carneos®.
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Apéds a completa homogeneizagdo das massas,
os hamburgueres foram moldados com auxilio de
forma plastica com 10 cm de didmetro e 2 cm de
profundidade, sendo obtidos produtos com peso médio de
110g, posteriormente embalados em filme de polietileno
e levados ao congelamento em temperatura de -20 °C.
A operagdo foi repetida a fim de obter 3 lotes para
cada tratamento, os quais constituiram as respectivas
repeti¢des. Os produtos foram mantidos armazenados a
-20 °C por 90 dias, com coleta de amostras a cada 15
dias para avaliagdes de cor, pH e TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico).

Analises de cor

Em colorimetro Konica Minolta CR-300 e de
acordo com o método 14-22 da AACC? foi avaliado o
atributo de cor a*, cuja coordenada de cromaticidade
indica a tendéncia de cor da regidao do vermelho (+a*) ao
verde (-a*). O colorimetro foi calibrado em placa-padrao
branca (n° 15233011) e as medi¢cdes tomadas em
diferentes locais nas superficies das amostras.

Indicadores da vida de prateleira

Foram realizadas leituras de pH conforme
técnica descrita por Terra e Brum* e analises do grau da
oxidagdo lipidica observando a metodologia proposta
por Bragagnolo et al.*® com determinagao de TBARS e os
resultados expressos sob a forma de mg de malonaldeido
por kg de amostra (mg MA/kg).

Ensaio com homogeneizados

A partir de um modelo proposto por Lee
et al.'”®, com algumas modificagdes, foi avaliado o
efeito do acido fitico sobre a estabilidade de cor em
homogeneizados de carne bovina. A carne foi preparada
em microprocessador até a obten¢do de uma massa fina
da qual foram separadas amostras de aproximadamente
90 g e homogeneizadas com 10 mL das solugdes teste.
Os homogeneizados, elaborados em trés repeticoes,
incluiram um controle com dgua destilada e trés solugoes
de acido fitico nas concentrac¢oes de 0,023 mM, 0,230
mM e 1,150 mM. As amostras foram acondicionadas
em placas de petri, cobertas com filme de polietileno
e mantidas sob refrigeracdo de 4 °C por 9 dias, com
avaliacdes periddicas de cor a cada 3 dias.

Delineamento experimental e analise estatistica
Através do programa SAS (Statistical Analysis
System, versio 6.11) e delineamento experimental
inteiramente casualizado, os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O eritorbato de sédio é um isdbmero sintético do
acido ascorbico, produzido comercialmente para uso
como aditivo em alimentos na funcdo antioxidante??.
Conforme resultados expostos na Tabela 1, os
hamburgueres ndo apresentaram comportamento

Tabela 1. Efeito dos tratamentos e tempo de armazenamento a -20 °C sobre o atributo de cor a* em hamburgueres

AF 0,10%*

AF 0,20%*

Dia ES 0,10%* AF 0,08%*

0 9,39+ 0,14 N 8,69 + 0,87 bNS
15 11,52 £ 0,14 ** 9,34 + 0,45 *®
30 10,80 £ 0,14 ** 10,41 + 0,23 *4
45 11,97 £ 0,39 *4 10,57 £ 0,61 *5¢
60 10,81 + 0,48 ¢ 10,55 £ 1,13 ¢
75 9,63 + 0,29 N 9,69 £ 0,08 NS
90 8,27 £ 0,58 4B 7,74 + 0,30 ¢

9,77 £ 0,63 bNS
9,62 + 0,48 bB
10,81 £ 0,75 &
11,18 £ 0,30 **8
11,69 + 0,88 ¢
9,14 £ 0,29 d™
8,29 + 0,32 B

9,80 + 1,18 NS
8,99 + 0,56 °®
10,06 * 0,20 *®
9,86 + 0,37 *¢
10,91 + 0,63 ¢
9,38 + 0,40 ¢
9,02 £0,14 %

* ES 0,10% (hamburguer-padrao, com adigdo de 0,10% de eritorbato de sddio); AF 0,08% (hamburguer com
adicao de 0,08% de 4cido fitico); AF 0,10% (hamburguer com adigéo de 0,10% de 4cido fitico) e AF 0,20% (ham-

buarguer com adigdo de 0,20% de acido fitico)

** Resultados expressos como média + desvio-padrao seguidos por letras que indicam diferenca estatistica sig-
nificativa (letras distintas) ou nao significativa (ns) por Duncan (p<0,05). Letras minusculas correspondem as
diferengas estatisticas nas colunas e as maiusculas as diferencas estatisticas nas linhas
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linear na reducdo da intensidade de cor vermelha,
mas essa tendéncia foi observada no decorrer dos 90
dias de armazenamento a -20 °C com poucas variagdes
significativas entre os tratamentos. Nos dias 15, 30 e 45
o padrao apresentou intensidade de cor significativamente
superior aos demais, enquanto que nos dias 60 e 75
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. A
amostra com 0,20% de acido fitico mostrou-se mais
estavel ao longo do tempo, contabilizando apenas trés
variagdes significativas e maior intensidade de cor
no final do periodo de armazenamento, embora sem
diferir significativamente do padrao. Esses resultados
sugerem maijor eficiéncia do eritorbato de sddio
até a metade do periodo analisado, seguindo-se de
equivaléncia entre os tratamentos e aparente maior
eficiéncia do tratamento com maior concentracio de
acido fitico no final do periodo de armazenamento. A
partir dos dados, pode-se inferir que, em um periodo
de armazenamento mais extenso, os produtos com
maior propor¢io de acido fitico apresentariam maior
predominéncia da cor vermelha.

Um importante indicador da vida de prateleira
é o valor de pH, em que valores entre 5,80 e 6,20 sdo
garantia de sanidade para o consumo de carnes e
derivados®. A Figura 1 mostra que nao houve variagao
significativa nos valores de pH entre os tratamentos
e durante o periodo de armazenamento. A varia¢do
maxima observada entre todas as leituras de pH foi
de 0,04; com valor minimo de 5,88 em trés leituras do
tratamento-padrdo com eritorbato de sédio e valor
maximo de 5,92 no final do periodo de armazenamento
para o tratamento com 0,20% de 4cido fitico.

o 15 30 45 B0 5 0

| ——ES010% ——AF0,08% AF 0,10% AF 0,20% |

Figura 1. pH das formula¢des de hamburgueres em fungdo do tem-
po de armazenamento a -20 °C (ES = eritorbato de s6dio; AF = dcido
fitico)
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Conforme as curvas da Figura 2, todos os
tratamentos apresentaram aumento significativo dos
niveis de TBARS no periodo inicial, mas com posterior
estabilizacdo apos 30 dias de armazenamento. Tais
resultados podem ser interpretados como anémalos em
se tratando de alimentos congelados, uma vez que as
reagdes oxidativas ocorrem muito lentamente durante
armazenamento em temperaturas inferiores a -18 °C?*.
Em trabalho com metodologia semelhante, Daniel® nao
constatou variagdo significativa nos valores de TBARS em
hamburgueres mantidos congelados a -20 °C por 3 meses,
e Souza® também ndo observou variacio de TBARS em
cortes de frango armazenados a -18 °C durante 7 meses.
Independentemente do comportamento inicial das
amostras, os resultados demonstraram que os produtos
com adicdo de acido fitico apresentaram valores de
TBARS significativamente inferiores ao padrdao durante
todo o periodo, evidenciando maior prote¢do oxidativa.
A propor¢ao de acido fitico adicionada nos produtos nao
exerceu influéncia significativa nos valores de TBARS e,
dessa forma, néo foi constatado o efeito dose-dependente
relatado por Lee et al.® e Stodolak et al."” em 90 dias de
armazenamento.

Os resultados descritos na Tabela 2 representam
a influéncia significativa do acido fitico na manutengao
da cor em homogeneizados de carne bovina, mesmo com
tendéncia geral de perda de cor no decorrer do periodo
de armazenamento a 5 °C. Apesar desse declinio, as
médias dos homogeneizados em solu¢des de acido fitico,
com exce¢do da solugdo 0,230 mM no sexto dia, foram
sempre significativamente maiores que as do controle. Ao
mesmo tempo, as diferencas estatisticas observadas entre

o] 15 30 45 B0 -] 20
dias
—=E50,10% —=—AF0,08%

AF 0, 10% AF 0, 20%

Figura 2. TBARS das formulagoes de hamburgueres em fungdo do
tempo de armazenamento a -20 °C (ES = eritorbato de sodio; AF =
acido fitico)
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Tabela 2. Efeito das diferentes concentragdes de acido fitico e tempo de armazenamento a 4 °C sobre o atributo
de cor a* em homogeneizados de carne bovina

Tempo de armazenamento (dias) **

Homogeneizados*
(1] 3 6 9
Agua destilada 26,36 + 0,58 ™A 19,28 £ 0,20 *® 11,86 + 0,38 ¢ 10,83 £ 0,14 °C
AF 0,023 mM 27,20 + 0,30 ™A 22,16 + 0,49 *® 16,02 + 0,40 *© 14,04 £ 1,40 P
AF 0,230 mM 26,81 + 0,32 ™A 21,56 + 0,41 *® 13,35 + 1,60 P 15,14 £ 0,41 *¢
AF 1,150 mM 26,52 + 0,14 ™A 21,49 +0,11 % 14,47 + 0,12 ¢ 14,73 £ 0,29 ¢

* Agua destilada (homogeneizado controle); AF 0,023 (homogeneizado com solugio de acido fitico 0,023 mM);
AF 0,230 (homogeneizado com solugdo de acido fitico 0,230 mM); e AF 1,150 (homogeneizado com solugéo de
acido fitico 1,150 mM)

** Resultados expressos como média + desvio-padrao seguidos por letras que indicam diferenca estatistica sig-
nificativa (letras distintas) ou nao significativa (ns) por Duncan (p<0,05). Letras minusculas correspondem as

diferengas estatisticas nas colunas e as maiusculas as diferencas estatisticas nas linhas

as solugdes de acido fitico testadas, quando ocorreram,
nido se mantiveram, demonstrando que a solucdo de
acido fitico 0,023 mM apresenta a mesma eficiéncia que
solugdes 10 e 50 vezes mais concentradas na manutengao
da cor em homogeneizados mantidos a 5 °C por 9 dias.
Lee et al."” também relataram a eficiéncia do acido fitico
sobre a estabilidade oxidativa em homogeneizados de
carne bovina.

Os resultados obtidos na manuten¢ao de cor, pH
e TBARS em hamburgueres e homogeneizados com acido
fitico, quando associados ao mecanismo de acdo deste
composto, podem ser interpretados como indicativos de
potencial antioxidante. fons de metais de transiio, tais
como Fe?* e Cu**, sdo importantes catalisadores do processo
de peroxidagio lipidica em produtos carneos, sendo que a
participagao do ferro heme é menos significativa que a do
ferro ndo heme. Assim, as propriedades antioxidantes do
acido fitico sdo decorrentes de sua habilidade em ocupar
os sitios de coordenagio livres do ferro, prevenindo o
desencadeamento de reagdes que levam a transformagio
da oximioglobina a metamioglobina e formando quelatos
totalmente inertes, como o complexo Fe** - fitato!3!4163132,

CONCLUSAO

A cor equivalente ao antioxidante-padrdo nos
hamburgueres e superior ao controle em homogeneizados
de carne, pH em valores regularmente estabelecidos
e maior protecdo oxidativa, permite concluir que os
resultados apresentados sugerem a potencial aplicagdo
do acido fitico em produto carneo tipo hamburguer.
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RESUMO

Neste estudo foram analisados os efeitos do extrato hidroalcodlico de Vernonia polyanthes Less (Assa-peixe) sobre
crescimento e diferenciagdo celular do protozoario Herpetormonas samuelpessoai, a susceptibilidade antimicrobiana
in vitro, a dose letal média (DL, ) e a mutagenicidade in vivo (teste do microntcleo). A inibi¢ao do crescimento de H.
samuelpessoai foi evidenciada, quando exposto as concentragdes crescentes do extrato, embora sem aparecimento de
forma diferenciada de opistomastigota, em percentual relevante. Aslinhagens-padrao de Bacillus cereus, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Salmonella Typhimurium mostraram halos de inibi¢ao
quando expostas ao extrato de V. polyantes Less. Contudo, os efeitos bacteriostaticos foram observados em Bacilus cereus
(180,1 mg/mL), Escherichia coli (72,04 mg/mL) e Proteus mirabilis (144,08 mg/mL). A avaliagdo mutagénica do extrato
de V. polyanthes Less revelou auséncia e moderado efeito clastogénico e/ou aneugénico, respectivamente, nas dosagens
de 1000 e > 1500 mg/Kg, independentemente do tempo de tratamento (24/48 h) e do sexo do animal. Tais resultados
foram sugestivos de ocorréncia de toxicidade sistémica, em virtude de aumento de eritrdcitos normocromaticos na
medula dssea dos camundongos, que também ocorreram independentemente da dose, género e tempo de tratamento.
Contudo, a auséncia de DL, foi observada em todas as concentragdes testadas (250-2000 mg/Kg).

Palavras-chave. susceptibilidade antimicrobiana, mutagenicidade, Vernonia polyanthes Less, diferenciagao
celular, fitoterapicos.

ABSTRACT

The effects of the hydroalcoholic extract from Vernonia polyanthes Less (Assa-peixe) were analyzed on the cellular
growth and differentiation of the protozoan Herpertomonas samuelpessoai, the in vitro antimicrobial susceptibility, the
LD, and the in vivo mutagenicity (micronucleus test). The growth inhibition of H. samuelpessoai was found when
it was exposed to increasing concentrations of the extract, but without the percentually relevant emergence of the
opisthomastigote forms. The pattern-strains Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes and Salmonella Typhimurium showed inhibitory halo to V. polyanthes extract. However, the
bacteriostatic effect was observed on Bacillus cereus (180.1 mg/mL), Escherichia coli (72.04 mg/mL) and Proteus mirabilis
(144.08 mg/mL). The mutagenic evaluation of hydroalcoholic extract from V. polyantes revealed a lack or moderate
clastogenic effects and/or aneugenic at the concentrations of 1000 and > 1500 mg/Kg, respectively, independently of the
treatment time (24/48h) and the animal gender. These results were suggestive of an occurrence of systemic toxicity due
to the increase of normochromatic erythrocytes in mice bone marrow, independently at the treatment time, extract dose
and animal gender. However, absence of DL, was observed in the all of tested concentrations (250-2000 mg/Kg).
Keywords. antimicrobial susceptibility, mutagenicity, Vernonia polyanthes Less, cell differentiation, phytotherapics.
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INTRODUCAO

Vernonia polyanthes Less (Asteraceae), conhecida
popularmente como “assa-peixe’, é uma planta tipica da
Mata Atlantica e é empregada na medicina popular para o
tratamento de pneumonia, bronquite, calculo renal!, malaria
e febre”. Levantamento etnofarmacoldgico apontou também
o0 uso dessa espécie no tratamento de afec¢des gastricas’.

Estudo demonstrou que o extrato bruto de
V. polyanthes apresenta os seguintes compostos: fendis,
taninos, chalconas, auronas, flavonoides, saponinas,
acidos fixos fortes, esteroides livres e quinonas sintetizados
pelas plantas durante o chamado metabolismo secundario,
apresentando diversas propriedades bioldgicas *.

Ensaios de  diferenciagdio  celular em
tripanosomatideos constituem parte do processo que leva
a célula a se transformar, de modo reversivel ou irreversivel,
envolvendo comandos em nivel génico. Essa transformacdo
ou diferenciagio celular tem sido amplamente avaliada com
modelos eucaridticos unicelulares, utilizando-se extratos
vegetais ou drogas sintéticas, objetivando contribuir com
a elucidacdo desse complexo processo®. Outros ensaios,
com relagdo a a¢ao dos extratos vegetais, sdo também
utilizados para testes de atividade antimicrobiana. O uso
indiscriminado de antibiéticos tem gerado um grande
nimero de micro-organismos resistentes; sendo assim,
logo surgird a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos. A fitoterapia tem sido extensamente estudada no
desenvolvimento de medicamentos alternativos utilizados
pela populacéo através do conhecimento popular’.

O Brasil registra a maior biodiversidade vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas;
no entanto, apesar do aumento de estudos fitoquimicos, os
dados disponiveis revelaram que apenas 15 a 17% das plantas
foram analisadas quanto ao seu potencial medicinal &

Sendo a V. polyanthes utilizada em larga escala na
medicina caseira, torna-se de facil acesso a popula¢io por
ser amplamente distribuida em quase todo o territorio
brasileiro.

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivos
analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico de V.
polyanthes em um sistema eucariotico, utilizando o
tripanossomatideo H. samuelpessoai como modelo, para
avaliar alteracdes que possam ocorrer na diferenciacio
e crescimento desse flagelado; analisar o extrato
sobre diversos tipos de bactérias Gram-negativas,
Gram-positivas e fungos quanto ao efeito antimicrobiano;
determinar sua Dose Letal Média 50 (DL, ), além de testar
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os efeitos clastogénicos e aneugénicos in vivo, utilizando
o Teste do Micronucleo em eritrocitos policromaticos da
medula 6ssea de camundongos Swiss albinus’.

MATERIAL E METODOS

Coleta da amostra:

Folhas de V. polyanthes foram coletadas no
Campus da Universidade José do Rosdrio Vellano -
UNIFENAS (Alfenas/MG) e identificadas pelo Prof. Dr.
Marcelo P6lo (Laboratério de Botéanica, Universidade
Federal de Alfenas/MG), sendo a exsicata depositada
no herbdario da Universidade José do Rosario Vellano -
UNIFENAS, Minas Gerais, Brasil, sob a sigla Vp n° 203.

Obtencio do extrato bruto:

Apds secagem, a temperatura ambiente, as folhas
de V. polyanthes foram pesadas (1,0 Kg) e maceradas com
etanol-agua (70/30 v/v) a temperatura ambiente por 15
dias. O extrato hidroalcodlico foi filtrado e evaporado até
secura, rendendo 0,7204 g de extrato cru'’.

Obtenc¢io do indculo:

Para a realizagdo de todos os experimentos o
indculo foi obtido a partir de culturas em fase logaritmica
e comparavel com o tubo 0,5 da Escala de Mac Farland,
aproximadamente 1,5x10° células/mL para bactérias e
1x10° células/mL para leveduras *°.

Micro-organismos utilizados:

Foramutilizadasasseguintesamostrasmicrobianas:
Herpetomonas samuelpessoai (ATCC 30252), Bacillus cereus
(ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida
albicans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans (ICC
107 - sorotipo B), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Escherichia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Proteus
mirabilis (ATCC 25933), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25619), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)
e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615).

Experimentos de crescimento/diferenciacao celular:

A diferenciagdo celular foi realizada em
meio de cultivo quimicamente definido descrito por
Roitman e colaboradores'. Cerca de 10° células foram
incubadas juntamente com doses crescentes do extrato
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hidroalcodlico de V. polyanthes, a 28 °C por 48 horas.
Os percentuais de formas paramastigota, promastigota e
opistomastigota foram determinados através de microscopia
de luz, em ldminas coradas pelo método Pandtico ou
Giemsa. Pelo menos 200 células foram examinadas em cada
preparagdo. O crescimento foi estimado pela contagem das
células em camara de Neubauer.

Atividade antimicrobiana:

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico
de V. polyanthes foi avaliada seguindo a técnica de difusdo
em Agar Mueller - Hinton'?, em duplicata e repetidos
pelo menos duas vezes. Foram utilizadas as concentragoes
de 36,02; 72,04; 108,06; 144,08; 180,1 e 216,12 mg/mL de
extrato. As leituras dos didmetros dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram medidas em milimetros
(mm), com auxilio de um paquimetro.

Concentra¢ao inibitoria minima (CIM) e Concentragio
microbicida minima (CMM):

Para os ensaios da CIM e CMM foram realizadas
dilui¢des seriadas em tubos e plaqueadas em meio Brain
Heart Infusion (BHI), para bactérias e meio Sabouraud
Dextrose (SAB) para fungos".

Dose letal média 50 (DL, ):

Foram utilizados seis grupos de camundongos
Swiss albinus (n = 10 animais/grupo), pesando entre 27
e 36 gramas, provenientes do Biotério da Universidade
José do Rosario Vellano - UNIFENAS, Campus de
Alfenas, MG, que receberam, por via oral, dose tinica de
diferentes concentra¢des do extrato hidroalcodlico de
V. polyanthes (250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 mg/Kg),
segundo técnica ja descrita na literatura'.

Teste do micronucleo (MN):

A técnica utilizada para a obtengdo das células de
medula dssea para o estudo da frequéncia de micronucleos
foi a descrita por Schimd" e modificada por Zambrano,
Targa e Rabello-Gay". O extrato de V. polyanthes foi testado
separadamente empregando-se 3 doses, levando-se em
consideragao os dados obtidos na metodologia empregada
para se estabelecer a DL, (i.e., 80%"", 50%""* e 25%""*,
ou ainda, < 2.000 mg/Kg na inexisténcia de letalidade), e
ensaiados em 3 doses (1000, 1500 e 2000 mg/Kg de peso
corporal), selecionadas de acordo com as doses minima e
maxima que poderiam ser utilizadas em humanos. Cada
ensaio foi realizado empregando-se 5 grupos de animais,

cada grupo constituido por 3 machos e 3 fémeas: (1)
controle negativo (NaCl 0,9%) administrado por gavagem;
(2) controle positivo (50 mg/Kg de Etil-Nitroso-Ureia
(ENU), Sigma N8509) administrado via intraperitoneal; (3)
tratamento 01 (1000 mg/Kg) administrado por gavagem; (4)
tratamento 02 (1500 mg/Kg) administrado por gavagem; (5)
tratamento 03 (2000 mg/Kg) administrado por gavagem.
Foram analisados + 2000 eritrdcitos policromaticos (PCE)
por animal (camundongo Swiss albinus), para cada tempo
de coleta (24 e 48 h) de tratamento, quanto a presenga de
microndcleos (PCEMNS). A relacido entre o niimero total
de PCE e eritrocitos normocromaticos (NCE), obtidos
da medula dssea, também foi avaliada, conforme modelo
proposto por Margolin e Risko”. Embora o teste do
micronucleo fornega evidéncias de efeitos clastogénicos
e/ou aneugénicos para determinada substancia teste, o
aumento da frequéncia de NCE, um valor significativamente
decrescente na relagio PCE/NCE em comparacio com
o controle negativo, ¢ sugestivo de toxicidade sistémica,
bem como para medula dssea'®. Este ensaio foi realizado
seguindo as normas do Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Animais (CEP/UNIFENAS, Campus de
Alfenas, MG, Protocolo n°. 15/2007).

Analise estatistica dos ensaios de a¢do antimicrobiana,
diferenciagao/crescimento celular e mutagenicidade:
Para os ensaios de ac¢do antimicrobiana e
diferenciacdo, foi utilizada estatistica descritiva. Aos
resultados obtidos nos ensaios de mutagenicidade
foram empregados tratamentos estatisticos de Andlise
de Variancia em esquema fatorial, considerando sexo,
tempo e tratamento (2x2x5), com trés repeticdes e um
delineamento inteiramente casualizado. As médias foram
comparadas utilizando o Teste de Tukey-Kramer - 2%".

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protozoario H. samuelpessoai foi utilizado
como modelo para o estudo dos efeitos do extrato
hidroalcodlico de V. polyanthes (assa-peixe) sobre o
crescimento e diferenciacio celular.

Conforme demonstrado na Tabela 1, o extrato
de assa-peixe nas concentracdes que variaram de 36,02
mg/mL a 720,4 mg/mL ndo causou o aparecimento
percentualmente significativo de forma opistomastigota,
considerada a forma diferenciada, embora tenha sido
detectada a inibicdo no crescimento do flagelado, se
comparada ao aumento das concentragdes do extrato.
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Essa ocorréncia poderia ser um indicativo de que
substancias presentes no extrato estejam sinalizando, com
receptores da membrana celular, 0 mecanismo de inibi¢ao
do crescimento, mas ndo o da diferenciagdo. Indiretamente,
essa ocorréncia pode indicar a inexisténcia de produtos

contidos no extrato potencialmente mitogénicos e, ou,
mutagénicos, pelo menos nesse sistema experimental.

Em estudos realizados por Castellanos et al.?,
H. samuelpessoai, quando cultivada em meio contendo
concentragdes de 4 a 20 mg/mL de dimetilsulféxido,

Tabela 1. Ntmeros de células no crescimento e diferenciagdo celular de H. samulpessoai na presenca e auséncia
do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes Less (assa-peixe)

Concentragio

Extrato (ul) do extralf()) (mg/ ljélil:;::;)nff Promastigota Paramastigota  Opistomatisgota
m

Sem adicao 0 32x107 99 1 0
50 36,02 28 x 107 98 2 0
100 72,04 25x 107 97 3 0
200 144,08 21 x 107 96 3 1
500 360,2 07 x 107 96 3 1
750 540,3 05 x 107 96 3 1
1000 720,4 05 x 107 95 4 1

Tabela 2. Didmetro dos halos de inibi¢do das cepas fungicas e bacterianas submetidas ao extrato hidroalcoélico
de V. polyanthes Less (assa-peixe) em diferentes concentragoes

Halos de inibi¢ao (mm)*

Micro-organismos

Concentragao do extrato (mg/mL)

36,02 72,04 108,06 144,08 180,1
Bacillus cereus (ATCC 11778) 19 22 26 27 28
Bacillus subtilis (ATCC 6633) S - - - .
Candida albicans (ATCC 10231) - - - - -
Cryptococcus neoformans (ICC 107- sorotipo B) - - - - =
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) - - - - .
Escherichia coli (ATCC 8739) - 12 14 14,5 15
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) - - - - -
Micrococcus luteus (ATCC 9341) - - - - -
Proteus mirabilis (ATCC 25933) - - - 16 17
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) - - - - =
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) - - -
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) - - - - 18
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) - - - 17,5 17,5
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) - - = = -
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) - - - - 17

"Nota: halos de inibi¢do em milimetros medidos com paquimetro

** Resistentes
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Tabela 3. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes Less, submetido

as cepas microbianas

Micro-organismos UFC/ mL! CIM?
Bacillus cereus (ATCC 11778) 8.0x 10° 180,1
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 1,5 x 108 =
Candida albicans (ATCC 10231) 2,6 x 10°
Cryptococcus neoformans (ICC 107- sorotipo B) 1,5x 10° -
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) 1,44 x 108
Escherichia coli (ATCC 8739) 1,44 x 10° 72,04
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 1,5x 108
Micrococcus luteus (ATCC 9341) 1,5 x 108
Proteus mirabilis (ATCC 25933) 1,44 x 10° 144,08
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) 1,5x 108
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) 1,27 x 107
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) 1,5x 108 -
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 1,5x 108
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 315x 10® -
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 1,5x 10%

! Concentragéo Inibitéria Minima
2 Unidade formadora de colonia por mL
* Resistente

multiplicava-se aproximadamente na mesma propor¢io
que as células controle e, com o aumento progressivo da
concentra¢do, observou-se uma inibicio do crescimento
do flagelado. Dados semelhantes foram obtidos em
estudos realizados por Venturelli*! e Perazzo et al.”, com
o extrato de Ginkgo biloba e que corroboram este estudo.

Fiorini et al.”, realizando ensaios com Herpetomonas
megaseliae, observaram o aumento de células diferenciadas
opistomastigotas em um periodo de incubagao de 96
horas, quando tratadas com lipopolissacarideo, extraido de
Escherichia coli. Entretanto, esses autores verificaram que,
nas mesmas condicdes, tal tratamento nio interferiu com o
crescimento celular. Ja foi demonstrado que o GMP-ciclico
¢ o mensageiro intracelular que induz a divisao celular e
limita a diferenciacdo e o AMP-ciclico inibe a divisdo e
promove a diferenciagao®.

Na agdo antimicrobiana do extrato (Tabela
2), apresentaram halo de inibicdo as seguintes cepas
bacterianas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli
(ATCC 8739), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus

(ATCC 6538), Streptococcus pyogenes (ATCC 19675).
As cepas de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida
albicans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans (ICC
107- sorotipo B), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Micrococcus luteus
(ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619),
Sccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) e Staphylococcus
epdermides (ATCC 12228) nao apresentaram halos de
inibicdo nos testes de difusao em agar. Estes resultados
indicam, indiscutivelmente, que tais micro-organismos
sejam resistentes, segundo a metodologia utilizada.
Quanto a Concentracio Inibitéria Minima (CIM)
demonstrada na Tabela 3, o estudo revelou que o extrato
apresentou efeito bacteriostatico sobre Bacillus cereus
(ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 8739) e Proteus
mirabilis (ATCC 25933), nas concentra¢des de 180,1; 144,08
e 72,04 mg/mL, respectivamente. Contudo, ndo houve
efeito bacteriostatico para Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans
(ICC 107- sorotipo B), Enterobacter aerogenes (ATCC
13048), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Micrococcus
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luteus (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25619), Sccharomyces cerevisiae (ATCC 2601), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e
Streptococcus pyogenes (ATCC 19675).

Nenhuma bactéria Gram-positiva, Gram-negativa
ou levedura utilizada neste estudo apresentou
Concentra¢ao Microbicida Minima (CMM), ou seja,
efeito bactericida com as doses ensaiadas do extrato.

Embora varios estudos, a exemplo de Loureiro®,
Santos et al.?°, Amorozo?” e Guarim Neto e Morais®, terem
demonstrado o uso popular da planta assa-peixe pela
populagdo do Estado do Mato Grosso e pelos sitiantes
da Reserva de Rio das Pedras, em Mangaratiba/R]J%,
para o tratamento de doengas do aparelho digestorio,
respiratorio,  geniturinario,  circulatério,  sistema
osteomuscular, para envenenamentos, doencas do sangue
e orgaos hematopoiéticos, pele, glandulas endécrinas e
tecido conjuntivo, ndo foram encontrados estudos que
rebatam a sua acéo antimicrobiana, o que reforcaria o seu
uso, visto conter flavonoides e dleos essenciais?.

Quando foi iniciada a industrializacio da
penicilina, noiniciodadécadade 1940, cercade80-90%das
amostras isoladas de Staphylococcus aureus eram sensiveis
a esse antibidtico. Nos dias atuais, verifica-se exatamente
o oposto do ocorrido naquela época, além da resisténcia
multipla observada em muitos micro-organismos a varios
antibioticos disponiveis no mercado. Por esse motivo,
dentre outros, os 6rgaos governamentais que regem
as atividades relacionadas com a saude tém colocado
como uma de suas metas prioritarias o desenvolvimento
de novas drogas antimicrobianas utilizando plantas da
rica flora brasileira. Em estudo realizado por Duarte
et al.*, extratos naturais como Achyrocline satureoides
(d.C.) Lam, Achillea millefolium, Mikania laevigata,
Solidago millefolium e Piper marginatum apresentaram
atividade antimicrobiana sobre cepas bacterianas como
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Em outro estudo
realizado por Silveira®, micro-organismos como S. aureus
(ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 25619), S. mutans
(ATCC 25175) e S. salivaris (CDC 262) apresentaram
halo de inibicio e CIM, quando expostos ao extrato
glicolitico de Tabebula hepaphylla (Vell.) Tolledo.

Gongalves et al. ** compararam a atividade
antimicrobiana de diversos extratos vegetais em dez
micro-organismos, dos quais o de Casearia sylvestre
apresentou agao contra dois microrganismos — Proteus
mirabilis e Shigella sonnei -, e constataram, também, a
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resisténcia de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Sato® descreveu a atividade do extrato de Casearia
sylvestre em cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, em que foi observada no antibiograma a atividade
do extrato em S. aureus, mas ndo em E. coli.

Em estudos realizados com plantas utilizadas na
medicina popular, como Achillea millefolium, Mikania
laevigata, Solidago chilensis, Piper merginatum, Aloysia
fratissima, P. marginatum, M. laevigata, Mentha pullegium,
Mikania glomerata, Stachytarpeta cayenesis, Lafoensia
pacari St. Hill. e Bacharia dracunculifoliae, foi atribuida
atividade antimicrobiana, em sua maioria a produtos do
metabolismo secundario das plantas, como terpenoides
e compostos fenolicos, como flavonoides e saponinas,
assim como a dacidos diterpénicos, acidos caurenoico e
cupressénico (esses ultimos principais constituintes dos
extratos de M. laevigata), que também na forma pura
exibem atividade?®.

Os achados acima descritos relacionam
quantidades de principios ativos presentes nos extratos,
com a agdo destes, o que poderia explicar os resultados
obtidos no presente estudo, no qual a sensibilidade das
cepas bacterianas de Bacillus cereus (ATCC 11778),
Proteus mirabilis (ATCC 25933) e Escherichia coli
(ATCC 8739) apresentou uma agdo bacteriostética e ndo
bactericida do extrato.

Segundo Newall*, os flavonoides apresentam
varias acgbes farmacoldgicas, tais como atividade
antibacteriana, anti-inflamatdria, antioxidante e
hipolipidémica. Assim, a atividade antimicrobiana
apresentada por V. polyanthes pode estar relacionada
com a presenca de flavonoides em sua composi¢ido®.

Em relagio ao que tange a determinagdo da
Dose Letal Média (DL, ) do extrato em estudo, neste
trabalho, ndo se verificaram mortes apds a administracao
do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes, mesmo nas
concentragdes mais elevadas (2000 mg/Kg), por via
oral, desde as primeiras 72 horas até o 7° dia, sugerindo
auséncia de DL, nas concentragdes analisadas.

As concentragbes do extrato para cada
tratamento, o nimero e o género de animais por grupo e
o tempo de tratamento usados no presente ensaio foram
determinados de acordo com OECD (Guideline for the
Testing of Chemicals)'®.

A andlise do numero/indice percentual de
PCEMNSs entre o grupo de animais controle positivos
(Etil-Nitroso-Ureia - ENU 50 mg/Kg) e negativo (NaCl
0,9%), bem como controle positivo e tratamentos (1000-
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Tabela 4. Numero de eritrocitos policromaticos (PCE) analisados, numero e frequéncia de eritrdcitos policro-
maticos micronucleados (PCEMNG) e relagdo entre PCE e eritrdcitos normocromaticos (NCE), observada em
células de medula 6ssea de camundongos Swiss albinus (fémeas e machos), tratados com o extrato hidroalco6-
lico de Vernonia polyanthes Less, e os respectivos controles, nos tempos de 24 e 48h

empos de et PCEMNs  PCEMNs  PCE/NCE
Analisados (n) (%)
24h
NaCl 0,9% 12288 14 0,11c 106,24*
Etil-nitroso-ureia (50 mg/kg) 12298 117 0,95a 9,34°
Vernonia polyanthes Less (1000 mg/Kg) 12146 34 0,28¢ 6,47°
Vernonia polyanthes Less (1500 mg/Kg) 12227 34 0,28¢ 8,24°
Vernonia polyanthes Less (2000 mg/Kg) 12141 60 0,49b 5,71°
48h
NaCl 0,9% 12536 23 0,18¢ 152,02*
Etil-nitroso-ureia (50mg/kg) 12143 102 0,84a 10,41°
Vernonia polyanthes Less (1000 mg/Kg) 12189 24 0,20c 9,26°
Vernonia polyanthes Less (1500 mg/Kg) 12210 22 0,18¢c 11,77°
Vernonia polyanthes Less (2000 mg/Kg) 12280 46 0,37b 11,00

Andlise estatistica de variancia, em delineamento inteiramente casual e esquema fatorial 5x2x2 (tratamentose-

xoctempo), e ao teste de Tukey-Kramer (P < 0,05)
»bec etras iguais, estatisticamente nao significativos
Letras diferentes, estatisticamente significativos

2000mg/Kg), revelou diferengas estatisticas significativas,
sugerindo auséncia de potencial clastogénico e/ou
aneugénico do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes,
independentemente do tempo de tratamento ou sexo do
animal. Entretanto, essas diferencas foram observadas
entre os grupos de animais controle negativos e tratamento
na maior concentracdo (2000 mg/kg), o que sugere uma
leve predisposi¢do aos efeitos genotoxicos desse extrato a
partir de uma dosagem acima de 1500 mg/Kg.

A relagio entre PCE e NCE mostrou-se
significativamente reduzida nos grupos de animais
controle positivos e de todos os tratamentos,
independentemente do tempo ou género, devido ao
aumento de NCE na medula 6ssea, indicando toxicidade
tanto sistémica como na medula dssea.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que
houve inibi¢ao do crescimento de H. samuelpessoai, ante
as concentragdes crescentes do extrato de V. Polyanthes,

sem aparecimento da forma diferenciada opistomastigota,
estatisticamente  significativo. Demonstraram halo
de inibi¢do, na presenga do extrato de V. Polyanthes,
as cepas de Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e
Salmonella Typhimurium. Todavia, demonstraram efeitos
bacteriostaticos somente para Bacillus cereus, Escherichia
coli e Proteus mirabilis. A avaliagdo mutagénica/
mitogénica do extrato de V. polyanthes revelou auséncia
(1.000 mg/Kg e 1.500 mg/Kg) e moderado (2.000 mg/Kg)
efeito clastogénico e/ou aneugénico nas dosagens de 1000
e > 1500 mg/Kg, respectivamente, independentemente
do tempo de tratamento (24/48h) e sexo do animal.
Adicionalmente, tais resultados foram sugestivos de
toxicidade sistémica, visto o aumento de eritrdcitos
normocromaticos na medula dssea de camundongos,
também independentemente da dose, género e tempo.
Contudo, a auséncia de DL, foi observada em todas as
concentragdes testadas (250- 2000 mg/Kg). Portanto,
o extrato de V. polyanthes Less apresenta potencial
terapéutico, pois possui atividade antimicrobiana e
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ndo apresenta atividade mutagénica (i.e., clastogénica
e/ou aneugénica) significativa a partir da dosagem <
1500 mg/Kg. Finalmente, estudos complementares
de mutagenicidade (teste de Ames, teste Cometa) e
toxicidade tecido-especifico poderiam elucidar outros
possiveis mecanismos e efeitos genotdxicos e toxicos e,
ainda, estabelecer concentra¢des com baixa toxicidade
ou sem efeitos toxicos que assegurem a saiide humana e a
atividade fitofarmacolodgica de V. polyanthes.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

13.

60

Barbastefano V, Cola MM, Camargo EES, Vilegas W,
Hiruma-Lima CA, Brito ARMS. Anais da XVIII Reuniio Anual
da Federagdo de Sociedades de Biologia Experimental — FESBE;
2003, v. 12067.

Rossato SC. Utiliza¢ao de plantas por populagdes do litoral norte
do estado de Sdo Paulo [dissertacdo de mestrado]. Sdo Paulo
(SP): Universidade de Sao Paulo; 1996.

Benfatti AC, Barbastefano V, Rodrigues J, Rinaldo D, Santos LC,
Brito ARMS et al. Estudo quimico do extrato cloroférmico das
folhas de Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae). 30* Reuniao Anual
da Sociedade Brasileira de Quimica, fevereiro de 2007, Sdo Paulo.

Silva NCC. Estudo comparativo da a¢do antimicrobiana de
extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais e sinergismo
com drogas antimicrobianas [disserta¢cdo de mestrado]. Botucatu
(SP): Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias;
2010.

Lopes AH, Dutra PM, Rodrigues CO, Soares M], Angluster ],
Coredeiro RS. Effect of platelet-activating factor on the process
of cellular differentiation of Herpetomonas muscarum muscarum.
J Euk Microbiol. 1997; 44(4):321-5.

Naves MMV, Moreno FS. Diferenciagdo Celular: Importincia na
Hepatocarcinogénese e Papel Modulador do p - Carotene. Rev
Bras Canc. 2000; 46(4): 389-9.

Cohen ML. Epidemiology of drug resistence: implications for a
post-antimicrobial era. Science 1992; 257: 1050-5.

Guarim neto G, Morais RG. Recursos medicinais de espécies
do Cerrado de Mato Grosso: um estudo bibliografico. Acta Bot.
Bras. 2003; 17(4): 561-4.

Jorgeto G. A¢ao antimicrobiana do extrato de Vernonia polyanthes
Less (assa — peixe) e seus efeitos genotipicos e fenotipicos
em modelos in vitro e in vivo. In: 54° Congresso Brasileiro de
Genética. Salvador: Sociedade Brasileira de Genética, 2008:133.

Harbone JB. Phytochemical Methods. London: Champman e
Hall; 1983.

Roitman C, Roitman I, de Azevedo HP. Growth of an insect
trypanosomatid at 37°C in defined medium. J Protozool. 1972;
19(2): 346-9.

Bauer AW, Kirby WM, Sherris JC, Turck M. Antibiotic
susceptibility testing by a standardized single disc method. Amer.
J Clin Path. 1966; 45: 493-6.

National Committee for Clinical Laboratory Standards [NCCLS].
2000. Methods for diluition antimicrobial susceptibility tests for

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

bacteria that grow aerobically, (5% ed.) NCCLS document M7-
A5. Wayne (PA): National Committee for Clinical Laboratory
Standards.

Malone MH, Robicha UD. A Hippocratic screen for pure or
crude drug materials. Lhoydia. 1962; 25: 320-2.

Schmid W. The micronucleus test for cytogenetic analysis. In:
Hollaender, A. (Ed.). Chemical mutagens: principles and methods
for their detection. New York: Plenum Press; 1976: 31-53.

Zambrano MA, Targa HJ, Rabello-Gay MN. Physiological saline
solutions as a useful tool in micronucleus and metaphase slide
preparations. Stain Technol.1982; 57 (1): 48-9.

Margolin BH, Risko KJ. The statistical analysis of in vivo
genotoxicity data. Case studies of the rat hepatocyte UDS and
mouse bone marrow micronucleus assay. In: ASHBX, J. et al.
Evaluation of short-term tests for carcinogens. Report of the
international programme on chemical safety’s collaborative study
on in vivo assay. Oxford: Oxford University Press, 1998: 29-44.

Oecd Guideline for the Testing of Chemicals: Mammalian
Erythocyte Micronucleus Test (474, Adopted: 21 st July 1997).

Mendes BA. Métodos Estatisticos. [acesso em: 2007 jan. 09].
Disponivel em: [<http://www.uac.pt/~amendes/mestrado/
regrMultvResd.pdf>].

Castellanos GB, Angluster J, Souza W. Induction of differentiation
in Herpetomonas samuelpessoai by dimetilsulfoxide. Acta
Tropica. 1981; 38: 29-37.

Venturelli SM. A¢ao da Ginkgo biloba em tripanossomatideos
do género Herpetomonas [dissertagio de mestrado] Alfenas:
Universidade José do Rosério Vellano - UNIFENAS; 2000. p.
78.

Perazzo FF et al. Gingko Biloba leaves extract on growth and
morphology of trypanosomatids. Bol Lat Caribe Plant Med
Arom. 2011; 10 (2): 147-54.

Fiorini JE, Alviano CS, Esteves MJG, Angluster J, De Souza W,
Roitman I. Effect of lipopolysacaride (LPS) an the metabolism
and cell surface of the trypanosomatid Herpetomonas megaseliae.
Comp Biochem Physiol. 1985; 80(3): 537-42.

Fiorini JE, Roitman I, Angluster J, Alviano CS, Silva-Filho FC,
Souza W. Herpetomonas megaseliae: effect of lipopolysacharide
on cell surface anionogenic groups. Parasitol Res. 1991; 77(2):
102-08.

Loureiro RNO. Plantas medicinais no cotidiano da comunidade
de Baxil, Barra do Bugres, Mato Grosso [dissertagio de
mestrado]. Cuiabd (MT): Universidade Federal do Mato Grosso;
1999. p. 104.

Santos ALS et al. Secreted phosphatase activity induced by
dimethyl sulfoxide in Herpetomonas samuelpessoai. Arch
Biochem Biophys. 2002; 405(2): 191-8.

Amorozo MCM. Uso e diversidade de plantas medicinais em
Santo Antdnio do Leverger, MT, Brasil. Acta Bot Bras. 2002; 16
(2): 561-84.

Medeiros MFT et al. Plantas medicinais e seus usos pelos sitiantes
da Reserva Rio das Pedras, Mangaratiba, R], Brasil. Acta Bot
Bras. 2004; 18 (2): 391-9.

Corréa RM et al. Rendimento de dleo essencial e caracterizacdo
organoléptica de folhas de assa-peixe submetidas a diferentes
métodos de secagem. Ciénc Agrotec. 2004; 28 (2): 339-44.



Jorgetto GV, Boriolo MFG, Silva LM, Nogueira DA, José TDS, Ribeiro GE, et al. Ensaios de atividade antimicrobiana in vitro e mutagénica
in vivo com extrato de Vernonia polyanthes Less (Assa-peixe). Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2011; 70(1):53-61.

30.

31.

32.

Duarte MCT, Figueira GM, Pereira B, Magalhées PM, Delarmelina
C 2004. Atividade antimicrobina de extratos hidroalcodlicos de
espécies da cole¢do de plantas medicinais CPQBA/UNICAMP.
Rev Bras Farmacog. 14(1): 6-8.

Silveira DG, Pereira MA, Cardoso LGV, Silva JMSE, Carvalho
JCT, Fiorini JE. Atividade antimicrobiana e determina¢do da
Concentragdo Inibitéria Minima e Concentragio Bactericida
Minima de Tobebuia heptaphylla (Vell.) Tolledo (IPE ROXO).
In: Semindrio de Iniciagdo Cientifica da Unifenas. Alfenas:
Semindrio de Inicia¢do Cientifica. 2004: 45.

Gongalves Al, Alves Filho A, Menezes H. Estudo comparativo da
atividade antimicrobiana de extratos de algumas arvores nativas.
Arq Inst Biol. 2005; 72 (3): 353-8.

33.

34.

35.

Sato, MEO. Estudo da estabilidade de uma formulagio na
forma gel, veiculando o extrato fluido de Casearia sylvestris Sw.,
Flacourtiaceae (“guagatonga”) [tese de doutorado]. Sdo Paulo
(SP): Universidade de Sao Paulo; 1998. Pag. 164 .

Newall CA, Anderson LA, Phillipson DJ. Herbal Medicines: A
Guide for Health-care Professionals. The Pharmaceutical Press:
Londres; 1996.

Souza FA, Sena J, Maranho LT, Oliveira CMR, Guimaraes ATB.
Caracterizagdo fitoquimica preliminar de infusdes populares
obtidas das partes aéreas das espécies Apium leptophylum (Pers.)
F Muell. ex Benth. (Apiaceae), Elvira biflora L. (DC.) e Vernonia
polyanthes Less. (Asteraceae). Rev Bras Farm. 2008; 89(1): 24-7.

61



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Atividade antioxidante e correlacao com fendlicos totais em
genotipos de Urucum (Bixa orellana L.)

Antioxidant activity and correlation with total phenolicin genotypes
of Annatto (Bixa orellana L.)

RIALA6/1345

Alana Rocha LEMOS', Newton Oliveira REGO JUNIOR?, Abel Rebougas SAO JOSE?, Mara Licia
Albuquerque PEREIRA*, Marcondes Viana da SILVA**

*Endereco para correspondéncia: ‘Departamento de Estudos Bésicos e Instrumentais, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
Praga Primavera, 40, Bairro Primavera, Itapetinga, BA, Brasil, CEP 45.700-000, tel: 77 3261-8461, e-mail: mviana@hotmail.com
'Departamento de Ensino Basico, Técnico e Tecnoldgico, Instituto Federal Baiano.

*Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

*Departamento de Fitotecnia e Zootecnia, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

‘Departamento de Estudos Basicos e Instrumentais, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

Recebido: 03.06. 2010 - Aceito para publicagdo 09.01.2011

RESUMO

O estudo objetivou quantificar os fendis totais em cinco genétipos de Bixa orellana (Piave vermelha, Piave
vermelha gigante, CPATU 0060, Bico-de-pato I e Peruana Paulista). Os extratos foram obtidos em etanol PA
e solugdo hidroetanolica (80:20,v.v"'), sendo os resultados obtidos comparados a dois antioxidantes sintéticos,
butil-hidroxitolueno (BHT) e 4cido gélico (GAE). Os teores de fendlicos totais dos gendtipos analisados
apresentaram valores médios de 776,02 a 1.498,48 mg GAE.100 g de amostra (peso seco) e 297,08 a 450,97 mg
GAE.100 g, para os extratos hidroetandlicos e etanolicos, respectivamente. A medida da atividade antioxidante
para os extratos hidroetandlicos variou entre 48,31% e 70,10%. Valores inferiores foram obtidos para atividade
antioxidante dos extratos etanolicos (18,91% a 35,26%). Os resultados evidenciaram que o genétipo CPATU
0060 apresentou teores de fenélicos totais e atividade antioxidante superiores aos demais genétipos analisados.
Foi observada baixa correlacdo entre as varidveis de fendis totais e atividade antioxidante para os extratos
hidroetandlicos (R=-0,5328) e etanolicos (R= 0,4115). Considerando a ampla aplicagdo do urucum na industria
de alimentos e farmacéutica, os resultados sugerem que seus graos podem ser considerados uma fonte potencial
de antioxidante natural.

Palavras-chave. alimento funcional, composi¢do de alimentos, sistema modelo p-caroteno/acido linoleico,
espectrofotometria, andlise de alimentos.

ABSTRACT

The study aimed to quantify total phenols in five genotypes of Bixa orellana (Piave vermelha, Piave vermelha
gigante, CPATU 0060, Bico de pato I e Peruana paulista). The extracts were obtained from ethanol PA and
hydroethanol solution (80:20, vv''), the results compared to two synthetic antioxidants, butylated hydroxytoluene
(BHT) and gallic acid (GAE). The total phenolic contents of the genotypes studied showed mean values from
776.02 to 1498.48 mg GAE.100g"' sample (dry weight) and 297.08 to 450.97 mg GAE g'.100, for the extracts
hydroetanolic and ethanol, respectively. The measurement of antioxidant activity of the hidroetanolic extracts
ranged from 48.31% and 70.10%. Lower values were obtained for the antioxidant activity of ethanol extracts
(18.91% to 35.26%). Studies indicate that the genotype CPATU 0060 showed total phenolic contents and
antioxidant activity than the other genotypes studied. Low correlation was observed between the variables of
total phenols and antioxidant activity of the hydroetanolic extracts (R = -0.5328) and ethanolic (R = 0.4115).
Considering the wide application of annatto in food industry and pharmaceuticals, the results suggest that the
grains can be considered a potential source of natural antioxidant.

Keywords. functional food, food composition, system model B-carotene/linileic acid, natural antioxidants,
food analysis.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos constiui um mecanismo de defesa
na inibi¢do da lipoperoxidag¢ao. Entretanto, esses aditivos
sdo apontados como causadores ou promotores de
diversas patologias?. Assim sendo, é crescente o nimero
de publicagdes relativas a substituicido por antioxidantes
de fontes naturais*®.

A lipoperoxida¢do é um processo complexo
que ocorre em cadeia, no qual estio envolvidos
fatores proxidantes, como tratamento térmico, luz UV,
radiagdes ionizantes, metais, lipoxigenases e outros, que
favorecem a producao de intermedidrios radicalares
reativos e resultam em produtos secundéarios com
potencial efeito toxicoldgico”®.

Os antioxidantes atuam minimizando o
processo oxidativo durante as etapas da oxidagdo por
diferentes mecanismos. Os antioxidantes de natureza
enzimatica integram o sistema de defesa antioxidante
celular, removendo formas reativas de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e outras, enquanto os antioxidantes
ndo enzimdticos podem atuar na complexacdo de ions
metalicos e na reducdo de radicais livres e perdxidos,
nestes ultimos estdo incluidos os compostos fenoélicos,
considerados potenciais antioxidantes’.

A maijoria dos vegetais superiores sintetiza
uma expressiva quantidade de metabdlitos secundarios
relacionados a diversas fung¢des, como quimopreventivos
em resposta ao ataque de herbivoros e microrganismos,
na biossintese de compostos sinalisadores da polinizacio,
para manter o equilibrio ecoldgico e estabelecer, assim, a
homeostase da planta, sendo sua sintese regulada por fatores
bidticos e abidticos™. Estes fitoquimicos de ocorréncia
natural apresentam-se como misturas complexas que
diferem entre vegetais, partes da planta (sementes, folhas e
raizes), bem como durante os estidios de desenvolvimento
da mesma. Em geral, sdo agrupadas estruturalmente em
trés grupos quimicos: terpenos, compostos nitrogenados
e fenolicos, neste dltimo estdao incluidos os flavonoides,
considerados potenciais antioxidantes naturais'.

A Bixa orellana L. (urucum) é uma importante
fonte de matéria-prima empregada na induastria de
alimentos brasileira, especialmente na produgdo de
embutidos, massas, queijos, sorvetes e confeitarias, e
corresponde a aproximadamente 90% do mercado de
corantes. Em nivel mundial, representa cerca de 70% do
mercado de corantes naturais empregados na industria

de alimentos. Apesar da sua utilizacdo como corante ha
muitos séculos pelos indios, seu uso comercial é recente e
vem aumentando cada vez mais em fungdo das exigéncias
do mercado por produtos mais “saudaveis’, uma vez que a
legislagao limita o uso de determinados aditivos artificiais
na inddstria alimenticia e farmacéutica

O estado da Bahia possui uma area plantada de
urucumestimadaem 2 milhectares,commaior concentragao
no sul e extremo sul, sudoeste e litoral norte. Por essa razdo,
o banco de germoplasma ativo da Bahia esta instalado na
Universidade do Sudoeste da Bahia/UESB, com mais de
120 acessos de urucum, sendo considerado um dos maiores
do mundo com cerca de mil espécies de plantas'>'2. Dentre
estas, destacam-se Piave vermelha, Piave vermelha gigante e
CPATU 0060, pela boa produtividade, associada a elevados
teores de bixina nas sementes, que variam de 3,5% a 6%. O
gendtipo de Bico-de-pato é o mais cultivado no extremo sul
da Babhia, possui elevada produtividade e embora apresente
limitado teor de bixina, entre 2,1 a 3,3%, destaca-se como
um dos mais vigorosos gendtipos no Brasil.

Pelo exposto e considerando as amplas aplicaces
das sementes do urucueiro na industria de alimentos,
objetivou-se com o presente estudo avaliar os teores
de fendlicos bioativos a partir dos extratos de cinco
gendtipos de urucueiros, determinar o melhor solvente
extrator, bem como verificar a correlagio entre os teores
de fendlicos totais e a atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nos Laboratdrios de
Quimica Analitica e Bioquimica, Fisiologia Animal e
Nutri¢do Animal, todos da UESB, Campus de Itapetinga/
Bahia. Foram utilizados graos de urucum (Bixa orellana
L.) dos genoétipos Piave vermelha, Piave vermelha gigante,
CPATU 0060, Bico-de-pato I e Peruana paulista, cedidos
gentilmente pelo banco ativo de germoplasma da UESB,
Campus de Vitéria da Conquista, Bahia, em setembro
de 2007, os quais foram selecionados por serem os mais
cultivados no Brasil.

Preparo da Matéria-Prima

Os graos de urucum foram ajustados a teores de
umidade de 10%, em estufa com circulagdo forcada de ar a
temperatura de (50 £ 2) °C. Em seguida, foram triturados
para reducdo do seu tamanho, em um moinho de bancada,
e os graos triturados foram classificados em peneiras Tyler
para tamanho da particula igual a 180 um.
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As fragdes obtidas foram acondicionadas a vacuo
em sacos de polipropileno e mantidas em local seco, a
temperatura ambiente e protegidas da luz.

Obtenc¢io dos Extratos

Para a extracdo dos compostos fendlicos foram
utilizados dois solventes: etanol PA e uma solucio
hidroetandlica (80:20, v.v-1). Os extratos em etanol PA e
hidroetandlicos foram obtidos por processo de extracio
solido-liquido: 5gdeamostradesidratada foram mantidos
em contato, por 30 minutos e sob agitagdo constante,
com 50 mL dos respectivos solventes, a temperatura
ambiente, (28 + 2) °C. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada a 3600 x g por 10 minutos. O residuo obtido
foi submetido a mais uma extracdo idéntica a descrita
anteriormente. Os extratos obtidos foram particionados
com hexano, em funil de separacdo e, posteriormente,
clarificados com 5 mL de solu¢édo aquosa de hidréxido
de bério 0,3 M e 5 mL da solugdo de sulfato de zinco
a 5% e homogeneizada, sendo a mistura deixada em
repouso por 20 minutos. Apos esta etapa, a mistura foi
centrifugada para remogdo dos interferentes da analise,
conforme procedimento recomendado por Furlong et
al't. Os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo a temperatura de (50 + 2) °C, transferidos para
tubos de ensaio com tampa e acondicionados a -18 °C.
Os extratos concentrados foram liofilizados.

Determinagao Espectrofotométrica
dos Fendlicos Totais (FT)

Para determinag¢do dos compostos fenolicos totais,
foi adotado procedimento proposto por Wettasinghe e
Shahidi" utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau (Sigma-
Aldrich). O ensaio envolve reagdes de oxidorreducio em
meio alcalino, no qual anions fenolatos sao oxidados e o
complexo fosfotungstico (H,PW O,)) fosfomolibidico
(H,PMo,,0, ), de cor amarela, proveniente do reagente
que ¢é reduzido a uma mistura de 6xidos de tungsténio
e molibdénio, de cor azul. A intensidade de cor que se
desenvolve é proporcional ao teor de compostos fendlicos
presentes no extrato. O total de compostos fendlicos nos
extratos obtidos foi expresso em mg de equivalente de
acido galico.100 g da amostra desidratada.

Determinagao da Atividade Antioxidante
in vitro dos Compostos Fenolicos Totais

A atividade antioxidante dos extratos de urucueiros
foi avaliada utilizando-se o sistema modelo do {3-caroteno/
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acido linoleico, que consiste na cooxidagao do B-caroteno/
acido linoleico em uma emulsdo aquosa, monitorada
com o decaimento da absorvancia na regido do visivel,
proposto por Marco', Miller'” e Lee et al.'® e modificado
por Emmons e Peterson"”. A metodologia consiste na
homogeneizagio de 2 mg de P-caroteno em 20 mL de
cloroférmio em um baldo de fundo redondo contendo
40 mg de 4cido linoleico e 400 mg do emulsificante
Tween 20 (Emulsdo A). Ap6s a dissolucédo da mistura, foi
removido o solvente em evaporador rotativo a (50 £ 2)°C.
Posteriormente, foi-se adicionando 100 mL de agua
destilada saturada com oxigénio sob agitacdo vigorosa.
Aliquotas de 3 mL da emulsao A foram transferidas para
uma sequéncia de nove tubos de ensaio contendo 40 pL dos
extratos brutos liofilizados na concentragao de 1 mg.mL".
Ao primeiro tubo foi realizada a leitura imediata a 470 nm
em espectrofotdmetro (tempo zero), enquanto os demais
tubos foram incubados em banho-maria a (45 + 2)°C,
sendo as leituras realizadas em intervalos de 15 min,
durante um periodo de duas horas. A amostra em branco foi
constituida de 3 mL da emulsao acido linoleico-Tween 40
(Emulsao B) e 40 uL agua destilada oxigenada. A amostra
controle, sem antioxidante, foi preparada adicionando
3 mL da emulsdo A em uma sequéncia de nove tubos de
ensaio e 40 pL do solvente testado.

Aatividadeantioxidantedaamostrafoicomparada
a dois antioxidantes sintéticos, BHT (2,6-di-tert-butil-
4-metil fenol) e acido galico, ambos na concentragdo
de 1 g.100 mL"' em etanol PA, que foi determinada nas
mesmas condicbes acima descritas. O percentual da
inibicdo da oxidac¢do em relagdo ao controle foi obtido
pela relacio das absorvaincias no tempo final e inicial
dos extratos. A atividade antioxidante (AA) foi calculada
como percentual de inibigéo, relativa ao controle, sendo
utilizada a seguinte expressao:

DT, - DT,
DT,

% de Inibi¢do = 100

Onde:
DT, (Absorbancia do controle
no inicio e ao final da analise) = In

DT, (Absorbancia da amostra
no inicio e ao final da analise) = In
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Tabela 1. Teores de fendlicos totais nos extratos etandlicos (EE) e hidroetandlicos (EHE) de urucum

Gendtipos

EHE (mg GAE.100 g)

Teor de fenolicos totais

EE (mg GAE.100 g)

CPATU 0060
Piave vermelha gigante (PVG)
Peruana paulista (PP)
Bico-de-pato I (BP)
Piave vermelha (PV)

1.498,48 + 14,50 a
1.280,72 £14,57 a
1.024,98 £33,29 a
821,15 +54,10 a
776,02 £12,49 a

450,97 £ 42,20 a
310,85 +45,87 a
382,21 £69,72 a
389,99 £22,02 a
297,80 £35,78 a

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrio (n = 3); médias seguidas da mesma letra na coluna

nao diferem estatisticamente (p > 0,05)

Analises Estatisticas

Todas as determinagbes foram realizadas em
triplicata e todos os resultados foram apresentados como
média + desvio-padrido (DP). Foram realizadas analises
de varidncia (ANOVA) com duas repeticoes e o teste de
Tukey, ao nivel de significancia de 5%, usando o Sistema
de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG) versdo 8.0. O
coeficiente de correlacdo foi estabelecido entre os teores
de fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos
utilizando o software Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os teores médios
de fenolicos totais (FT) obtidos em funcdo do tipo de
extrato para cada um dos genétipos de urucueiros,
sendo verificada maior eficiéncia na extracdo destas
fitomoléculas em etanol a 80%, fato que pode ser atribuido
a maior afinidade quimica dos fendlicos por este solvente
quando comparado a extracdo em etanol PA e evidencia
que a presenca da agua no solvente extrator aumenta a
eficiéncia extratora nas matrizes analisadas.

Cardarelli e Mercadante® quantificaram os
FT pelo método de Folin Ciocauteau em sementes de
urucum empregando diversos solventes e obtiveram 184
mg GAE.100 g' para os extratos metanolicos, 156,50
mg GAE.100 g' para o hidroetanoélico (50:50 v.v') e
109,80 mg GAE.100 g' para o etandlico. A diferenca
observada em relagdo ao presente estudo pode ser
atribuida ao tamanho da particula, o método e o tempo
de extragdo utilizado, além dos gendtipos envolvidos.
Beal*! avaliou os teores de FT em extratos etéreo,
acetonico, alcodlico e aquoso de rizomas de gengibre,

utilizando o método de Folin Ciocalteau e observou
teores médios entre 846,37 a 1409,05 mg GAE.100 g,
semelhantes aos obtidos neste trabalho.

Shahidi e Naczk* consideram complexo selecionar
a forma mais eficiente de extracdo dos compostos
fenolicos, devido a influéncia de inumeros fatores, como
a matriz a ser analisada, o solvente extrator, o tamanho
das particulas e natureza quimica. Estes fitoquimicos
podem apresentar diferentes graus de polaridades nos
alimentos, bem como sua presenca em elevados teores,
além da possibilidade de sua interagdo com carboidratos,
proteinas e outros componentes dos alimentos, o tempo
e a temperatura de extragdo e outros. Segundo Andreo e
Jorge”, procedimentos adicionais podem ser realizados
para remover substincias ndo fendlicas, razdo pela
qual neste estudo foram particionados com hexano e
clarificados com solugio de Ba(OH), 0,3M e sulfato
de zinco a 5% para remocio de interferentes conforme
proposto por Furlong. A extragio com solventes
organicos de alta polaridade (metanol, etanol e acetona)
e agua é frequentemente utilizada para a extragdo dos
compostos fendlicos®*, sendo que o etanol e a agua
sao os solventes mais empregados para a extragdo de
polifendis totais por questdes de baixa toxicidade.

No Brasil, o uso de antioxidantes adicionados em
alimentos é controlado pelo Ministério da Saide e ndo deve
ser superior a 200 mg.kg" para BHA e TBHQ e 100 mg.kg™
para BHT. Estudos utilizando antioxidantes sintéticos
em alimentos tém sido frequentemente monitorados
considerando os possiveis danos que estes podem provocar
ao organismo®. Observa-se que os extratos retardaram
de forma expressiva a descoloragdio do [-caroteno,
demonstrados pelos percentuais de inibi¢ao (Tabela 2).
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Tabela 2. Teores de fendlicos totais nos extratos etandlicos (EE) e hidroetandlicos (EHE) de urucum

Inibi¢ao da oxidagio do p-caroteno

Genotipos
EHE (%) EE (%)
Peruana paulista (PP) 48,31 + 6,73 a 3526 + 3,56 a
Piave vermelha (PV) 65,01 +1,98 a 34,54 +526a
Bico de pato I (BP) 69,94+ 7,22a 33,37 +£1,92a
Piave vermelha gigante (PVG) 55,32 +5,26a 21,61 + 1,26 a
CPATU 0060 70,10 £ 0,65 a 1891 +3,34a

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrio (n = 3); médias seguidas da mesma letra na coluna

nao diferem estatisticamente (p > 0,05)

O extrato hidroetanoélico oriundo da variedade
CPATU 0060 apresentou percentual de inibi¢do da
oxidagdo do B-caroteno correspondente a 70,10%, sendo
esse valor inferior aos obtidos com os antioxidantes
sintéticos, acido galico e BHT que apresentaram valores
de 71% e 99,69% respectivamente (Figuras 1 e 2).

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo
foram relatados por Cardarelli e Mercadante?”, que
avaliaram a atividade antioxidante (AA) pelo radical
DPPH de extratos de urucueiro obtidos a partir de
solventes com diferentes polaridades e observaram
porcentagens da AA de 38% e superiores a 100 %, para
os extratos hidroetanolicos, e a 50% para os etandlicos,
respectivamente.

Estao disponiveis na literatura varios estudos que
demonstram relagao entre os teores de fendlicos totais e a
atividade antioxidante?®*% Observa-se que varios fatores
estdo envolvidos no efeito antioxidante apresentado pelos
fendlicos, tais como a estrutura quimica e composic¢do dos
fitoquimicos fenolicos bioativos, a posi¢ao e o nimero de
hidroxilas presentes nas moléculas dos polifendis, dentre
outros. Acredita-se que a ortohidroxilagdo influencia
positivamente no efeito da atividade antioxidante dos
fenolicos™.

Neste estudo, foi observada baixa correlagdo entre
as variaveis, Fenois Totais e Atividade Antioxidante para
os extratos hidroetanolicos (R = -0,5328) e etandlicos (R
= 0,4115).

Os coeficientes de correlagio (R) e de
determinacdo (R?) para o extrato hidroetandlico de
urucum foram inferiores aos observados por Melo
et al*, que investigaram extratos metanodlicos de
hortalicas utilizando o sistema modelo de oxidagdo do
B-caroteno/acido linoleico para a medida de AA e o teor
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Figura 1. Efeito antioxidante dos extratos etanolicos de genétipos de
urucueiros sistema modelo B-caroteno/acido linoleico. Piave verme-
lha (PV), Piave vermelha gigante (PVG), CPATU 0060, Bico-de-pato
I, Peruana Paulista (PP)
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Figura 2. Efeito antioxidante dos extratos hidroetanélicos de genéti-
pos de urucueiros sistema modelo B-caroteno/acido linoleico. Piave
vermelha (PV), Piave vermelha gigante (PVG), CPATU 0060, Bico-
de-pato I, Peruana Paulista (PP)
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de FT determinado pelo método de Folin Ciocauteau.
De acordo com Melo et al.**, vérios fatores podem
influenciar a determinagdo de fendlicos em matrizes
vegetais e, consequentemente, a medida da AA, com
destaque para aqueles relativos ao cultivo da planta,
condigoes edafoclimaticas, caracteristicas genéticas da
planta, estresses bidtico e abidtico e outros.

CONCLUSAO

Constatou-se uma consideravel variagdo nos
teores de compostos fendlicos totais nas sementes dos
genotipos estudados, tanto nos extratos hidroetanolicos
quanto nos etanolicos. Embora as solucdes hidroetandlicas
tenham aumentado tanto a extragdo dos compostos
fenolicos presentes nas sementes de urucueiros como a
atividade antioxidante, foi observada baixa correlacio
entre as variaveis de fenois totais e atividade antioxidante
para os dois tipos de extratos estudados. Os extratos
hidroetandlicos do gendtipo CPATU 0060 apresentaram
atividade antioxidante superior a 70%, embora inferior
aos antioxidantes sintéticos testados.

Os resultados sugerem que os graos do
urucum podem ser considerados como uma fonte
potencial de antioxidante natural e, embora estudos
sistematicos in vivo devam ser conduzidos para explorar
a biodisponibilidade das fitomoléculas avaliadas, o seu
uso deveria ser estimulado, tanto o doméstico como nas
industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica.
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RESUMO

Neste estudo foram caracterizadas as propriedades funcionais das proteinas da améndoa de munguba,
modificadas quimicamente por acetilagdo. As amostras do isolado proteico foram alteradas por acetilagéo,
utilizando-se anidrido acético como reagente modificante nas concentra¢des de 5, 10 e 15%. A extensdo
da modifica¢do obtida com adigdo de anidrido acético foi, respectivamente, de 31,09, 72,75 e 81,77%. O
efeito de modificagao sobre as propriedades funcionais do isolado proteico da munguba e dos derivados
acetilados mostrou redu¢io da solubilidade com o aumento do pH até que fossem alcangados seus
pontos isoelétricos, respectivamente, em pH 5,0 e 4,0, seguidos por aumentos da solubilizagdo a partir
desses pontos. A capacidade de absor¢ao de agua e do 6leo do isolado proteico nativo foi melhorada
apds acetilagdo. Houve aumento da capacidade emulsificante do isolado nativo na regido alcalina. As
caracteristicas de atividade e estabilidade de emulsdo do isolado proteico foram melhoradas no ponto
isoelétrico (pI) e no pH 7,0, apds a modifica¢io. A viscosidade do isolado proteico nativo sofreu pouca
alteragdo apds a modificagio; contudo, a viscosidade tornou-se elevada com o aumento da concentragio
da solugéo proteica e diminuida com o aquecimento a 90 °C.

Palavras-chave. munguba, isolado proteico, acetilagio, propriedades funcionais.

ABSTRACT

The functional properties of proteins from munguba almonds were characterized after being acetylated.
Samples of the purified protein were modified by acetylation using acetic anhydride as a modifier reagent
in concentrations of 5, 10 and 15%. The range of the modification obtained with acetic anhydride treatment
was 31.09, 72.75 and 81.77%, respectively. The effect of the modification on the functional properties
of the purified protein from munguba and the acetylated derivatives showed a reduction in solubility
proportionally to the pH increase until reaching the isoelectric points at pH 5,0 and 4,0, respectively,
and followed by solubilization enhancement from these points. Water and oil absorptions capacity of
the purified native protein was improved after acetylation. After introducing the acetyl group into the
native protein, the emulsifying capacity increased in the alkaline region; and the emulsion activity and
stability were improved in its isoeletric point (pI) and at pH 7. Acetylation of the native protein caused low
alteration on the viscosity; however, an increase of viscosity was observed by rising the concentration of
protein solution, and it decreased when heated at 90 °C.

Keywords. munguba, protein isolate, acetylation, functional properties.
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INTRODUCAO

A populagdo mundial vem crescendo de maneira
acentuada, exigindo um melhor aproveitamento dos
recursos alimenticios disponiveis. A busca por novas
fontes proteicas tem sido realizada em virtude da
escassez desse composto em algumas regides do mundo
e a perspectiva de que possa se tornar ainda maior, em
fun¢do do aumento populacional.

Diversos estudos tém sido orientados com diferentes
proteinas vegetais, em especial aquelas provenientes de
sementes oleaginosas, com o proposito de melhorar suas
qualidades como ingredientes nutricionais e funcionais. O
conhecimento das propriedades funcionais, dentre as quais
temos solubilidade, capacidade de absor¢ao de agua e 6leo,
viscosidade, propriedades emulsificantes e espumabilidade,
¢ importante para definir como essas proteinas podem ser
usadas como ingredientes na formulacdo de alimentos e
bebidas na industria, bem como na substituicido da proteina
animal mais cara por proteina vegetal de menor custo**.

A modifica¢io quimica das proteinas, pela
acetilacdo com o uso do anidrido acético, pode ser
realizada por vérias razdes, incluindo a melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, estando diretamente
relacionada com as suas caracteristicas fisico-quimicas.
A reagdo das proteinas com anidrido acético resulta em
eliminagao das cargas positivas dos residuos de lisina e
um aumento correspondente na eletronegatividade®. A
modificagao das proteinas, utilizando reagentes acilantes
foi pesquisada e documentada por autores que ressaltaram
algum tipo de melhoria na funcionalidade dos alimentos,
como, por exemplo, no feijao®’, castanha-do-para?®,
grao-de-bico’, algaroba'® e amendoim'.

A munguba (Pachira aquatica Aubl) é uma planta
que tem distribui¢do predominante na América Central e
na América do Sul. A espécie é bastante cultivada em toda
a América tropical, principalmente com fins ornamentais.
Apresenta sementes (améndoas) com altas quantias de
proteinas e 6leos, eventualmente, consumidas cruas ou
como feijoes assados'?.

Mesmo sendo uma espécie muito conhecida, ndo
foiencontradonenhumregistrocientificosobreaavaliagdo
das propriedades funcionais das proteinas da munguba e
a modificagdo quimica da mesma por acetilagiao. Desse
modo, o presente estudo tem por finalidade caracterizar
as propriedades funcionais das proteinas da améndoa
de munguba, possibilitando sua incorporagdo como um
ingrediente funcional em alimentos.
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MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

A matéria-prima utilizada no desenvolvimento
deste trabalho foram as améndoas da munguba (Pachira
aquatica Aubl), extraidas de frutos maduros, coletados
no municipio de Jodo Pessoa, Estado da Paraiba, Brasil.
As améndoas de munguba foram obtidas por meio de
quebra manual dos frutos que, em seguida, foram lavados
em dgua corrente e secados em estufa de ar circulante a
40 °C por 24 horas. Posteriormente, as améndoas foram
trituradas em liquidificador doméstico, tamisadas em
malha de 48 mesh e desengorduradas com o hexano PA,
por 12 horas em extrator Soxhlet.

Obtencio do isolado proteico

A preparagao do isolado proteico foi baseada
na metodologia descrita por Koyoro e Powers". Foram
preparadas suspensoes de farinha desengordurada em agua
destilada na proporg¢do (1:20), equilibradas em pH 10,0
com hidréxido de sodio 1,0 M, com agitacdo, em agitador
magnético, durante 2 horas. As suspensdes obtidas foram
centrifugadas a 4 °C por 30 minutos. O sobrenadante foi
decantado e filtrado. Mais duas etapas de extragdes foram
realizadas nos residuos consecutivos, utilizando-se o mesmo
procedimento. Os trés sobrenadantes resultantes foram
reunidos, o seu volume medido e uma aliquota foi retirada
para determinacio de proteinas pelo método de Biureto™.
O pH do sobrenadante total foi ajustado a 4,5, com acido
cloridrico 1,0 M, para precipitar as proteinas. O precipitado
resultante foi ressuspenso mais uma vez, usando os mesmos
procedimentos do inicio. O sobrenadante resultante da
reextracao teve seu pH ajustado para 4,5 para a precipitagio
isoelétrica. As proteinas precipitadas isoeletricamente foram
lavadas com agua destilada, centrifugadas, liofilizadas e,
entao, armazenadas sob refrigeragao.

Acetilagdo do isolado proteico

O método descrito por Groninger" foi usado paraa
acetilaciao doisolado proteico. Amostras foram solubilizadas
em agua destilada e ajustadas ao pH 8,5 com hidréxido de
s6dio 1,0 M em baixa temperatura (2-4 °C). O teor proteico
de cada amostra, ap6s a solubilizacio, foi considerado para
definir a quantidade de anidrido acético a ser adicionado em
diferentes niveis: 5, 10 e 15% (v/p) de proteina. Aliquotas de
volumes iguais do reagente foram adicionadas lentamente
sob constante agitagdo no periodo de uma hora. O pH foi
mantido entre 8,0 e 8,5 pela adi¢do de hidréxido de so6dio



Azevedo CC, Bora PS, Silva BLA. Acetilagdo e funcionalidade das proteinas das améndoas da munguba (Pachira aquatica Aubl).

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2011; 70(1):69-76

1,0 M para que apenas o € -amino grupo da lisina seja
modificado. A reacéo foi considerada completa quando o
pH se manteve estabilizado (pH 8,0). Ap6s a acilagdo, as
proteinas foram precipitadas isoeletricamente (pH 4,5)
com &cido cloridrico 1,0 M e centrifugadas em centrifuga
refrigerada a 1.600 x G por 30 minutos. Os precipitados
obtidos foram lavados com agua destilada para remogdo
do excesso de reagente remanescente da modificagdo,
recuperados por centrifugacio refrigerada (1.600 x G por
30 minutos) e liofilizados.

Extensao de Modificacdo

O grau de modificagao das proteinas da munguba
acetiladas foi determinado colorimetricamente de acordo
com o método de Beckwitt, Paulis e Wall'é, pela avaliacao
da lisina disponivel como derivados coloridos da
reacdo com ninidrina, produzidos num sistema dimetil
sulféxido (DMSOQO). A absorvincia foi medida a 580 nm.
A diferenga da absorvancia entre os derivados DMSO de
isolados proteicos modificados em diferentes niveis e o
isolado nao modificado foi usada como indice do grau de
modificacdo quimica para acetilacéo.

PROPRIEDADES FUNCIONAIS

Solubilidade

A solubilidade da proteina foi determinada de
acordocom Dench, Rivase Caygill”. Amostras equivalentes
a 100 mg foram dispersas em 20,0 mL de dgua destilada.
O pH foi ajustado em valores de 2,0 - 10,0 com acido
cloridrico 1,0 M e hidréxido de sédio 1,0 M, sob agitagdo
continua, em agitador magnético por 30 minutos. As
suspensoes obtidas foram transferidas quantitativamente
para tubos de ensaio graduados e centrifugados a 4.000 x
G, por 30 minutos. O contetido de proteinas dissolvidas no
sobrenadante foi determinado pelo método de Biureto™.

Capacidade de Absorgdo de Agua e Oleo

A capacidade de absor¢ao de agua e dleo foi
determinada utilizando o método descrito por Beuchat'.
Amostras equivalentes a 0,25 g em proteinas foram
pesadas em tubos de centrifuga graduados. Um volume
de 2,5 mL de agua destilada ou 6leo de soja (marca
SOYA, BUNGE ALIMENTOS S.A.) foi acrescentado
com subsequente agitagdo por 1 minuto, em agitador de
tubos, até formacio de suspensdo. Ap6s 30 minutos, com
agitacdes ocasionais, os tubos foram centrifugadosa 2.750
x G por 10 min. Os volumes sobrenadantes resultantes

em cada tubo foram medidos. O resultado foi expresso
como mL de agua ou 6leo retido por grama de proteina.

PROPRIEDADES EMULSIFICANTES

Capacidade Emulsificante

A capacidade emulsificante foi determinada
usando os métodos descritos por Kato et al.’? Dispersoes
das amostras foram preparadas utilizando quantidades
equivalentes a 1,0 mg proteinas/mL de agua destilada. Sob
agitacdo continua, em agitador magnético, na temperatura
ambiente, o pH foi ajustado para valores de 3,0, 5,0, 7,0 e
9,0 com 4cido cloridrico 1,0 M e hidréxido de sddio 1, 0 M.
Ap6s o equilibrio ser atingido em cada um desses niveis de
pH, prorrogou-se o tempo de agitagdo por 30 min. Volumes
de 50 mL das dispersdes foram transferidos para o copo de
vidro emulsificador, equipado com eletrodos conectados
a um multimetro para registro de corrente elétrica. Em
seguida, as dispersdes foram agitadas a 10.000 rpm com
6leo de soja adicionado em fluxo continuo (22 mL/minuto)
de um balao de separagdo graduado. A quantidade de 6leo
necessaria para que ocorra a inversao da emulsdo, acusada
no registrador por queda brusca na corrente elétrica,
foi utilizada para a determinacdo da quantidade de 6leo
necessaria para promover a emulsificacdo. O resultado foi
expresso em mL 6leo/100 mg proteinas.

Atividade e Estabilidade da Emulsao

A atividade e a estabilidade de emulsdo foram
determinadas de acordo com o método descrito por
Yasumatsu, Sawada e Moritaka®. Dispersoes das amostras
de 20 mL foram preparadas utilizando quantidades de 25
mg proteinas /mL agua destilada, equilibradas em pH 3,0,
5,0, 7,0 e 9,0, com 4cido cloridrico 1,0 M e hidréxido de
sddio 1,0 M, sob agitacdo continua, em agitador magnético,
em temperatura ambiente. Ap6s o equilibrio ser atingido
em cada um desses niveis de pH, procedeu-se a prorrogacgao
do tempo de agitagao por 30 minutos. As dispersdes foram
transferidas para o copo de vidro do emulsificador e 20,0 mL
de ¢leo de soja foram adicionados em seguida. A emulsao,
formada a 10.000 rpm durante 1 minuto de agitagao, foi
transferida rapidamente para tubos de centrifuga e estes
centrifugados a 2.750 x G durante 5 minutos. O resultado
da atividade de emulséo foi expresso como percentual de
emulsio formada no volume total através da equagéo:

A.E (%) = Altura da camada emulsuficada
Altura do conteddo total

X 100
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A estabilidade de emulsio foi avaliada utilizando
a equacdo acima, apds aquecimento da emulsio a 80 °C
por 30 minutos, resfriamento em gelo por 15 minutos
e centrifugacao a 2.750 x G por 5 minutos nos mesmos
tubos que continham a emulsdo formada na avaliacdo da
atividade de emulséo.

Viscosidade

Dispersdes de proteinas foram preparadas nas
concentragoes de 1, 2 e 3% (p/v). O pH das solu¢des
proteicas foi ajustado para 12 para solubiliza¢ao das
proteinas com agitagdo, em agitador magnético. Apos
o equilibrio ser atingido nesse nivel de pH, procedeu-se
a prorrogacdo do tempo de agitagdo por 30 minutos. A
medida da viscosidade foi feita usando um viscosimetro
de Ostwald em temperatura ambiente (29 °C) e apods
aquecimento (90 °C ) por 15 minutos. A viscosidade foi
expressa como viscosidade relativa.

Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise
estatistica com observacio das médias e desvios-padrao
de 3 repeticoes cada. Os dados relativos as propriedades
funcionais dos isolados proteicos foram submetidos
a andlise de varidncia (ANOVA), com as diferencgas
significativas determinadas pelo teste de Tukey. O nivel
de probabilidade de erro (p) considerado foi menor que
5%, com o auxilio do programa SPSS 14.0 for Windows
Evaluation Version 2, de acordo com o método descrito
por Maroco*.
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Figura 1. Perfil de solubilidade do isolado proteico nativo (IPN) e
acetilato (IPA) de améndoas de munguba em func¢éo dos valores de
pHentre2 e 10
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Extensdo da Modificacdo

Os resultados demonstraram que a extensdo
da lisina modificada (31,09; 72,75 e 81,77%) aumentou
na medida em que se ampliaram as concentra¢cdes do
anidrido acético, respectivamente em 5, 10 e 15%. A
extensdo da modificagao é essencial para se conseguir as
desejadas propriedades funcionais no isolado proteico,”*
o qual depende adicionalmente da acessibilidade aos
grupos aminos da proteina para que ocorra a reagao
quimica*. Resultados semelhantes foram obtidos por
Wanasundara e Shahidi®*, com a semente de linho, que
encontraram uma extensio de modifica¢do com anidrido
acético de 47,4; 70,0 e 84,5%, e por Ramos e Bora?®, com a
castanha-do-para (58,6; 66,2 e 75,3%).

Solubilidade

Verifica-se na Figura 1 para os derivados
acetilados uma solubilidade minima em pH 4,0, que
corresponde a seu ponto isoelétrico (pI). Considerando,
ainda, uma reduc¢io da solubilidade com o aumento
do pH até alcangar seu ponto isoelétrico. A partir
deste ponto, observou-se um aumento progressivo da
solubilidade para os isolados acetilados, ultrapassando
no pH 5,0 a solubilidade do isolado proteico nativo da
munguba. As maijores solubilidades foram registradas
nos extremos de pH (2,0 e 10,0).

A maior solubilidade encontrada em extremos
de pH (acido e alcalino) para os derivados acetilados se
deve a predominancia de cargas positivas ou negativas,
resultando em forte interacdo entre a proteina e as
moléculas de agua, assim como também uma maior
repulsdo eletrostatica, proporcionando um aumento
da solubilidade. Os derivados acetilados melhoraram
a solubiliza¢ao do isolado nativo da munguba na faixa
de pH de 5,0-10,0. Isso se deve a uma combinagio da
repulsao da carga intra e intermolecular que promoveu
desdobramento da proteina e produziu menos intera¢des
proteina—proteina e mais interagdes proteina-agua.
Resultados semelhantes a munguba foram encontrados
por Lawal, Adebowale e Adebowale?®; Ramos e Bora¥;
El-Adawy’; Gruener e Ismond®.

Capacidade de Absor¢io de Agua e de Oleo

Os resultados das capacidades de absor¢ao de dgua
(CAA) e 6leo (CAO) do isolado proteico nativo da munguba
e dos modificados por acetilagdo encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Capacidades de absor¢io de agua (CAA) e 6leo (CAO) do isolado proteico nativo da munguba (IPN)

e dos modificados por acetilagdo (IPA)

Modificacio Grau de Modifica¢ao CAA , , CAO ,
(%) (mL H,O/g proteina) (mL dleo/g proteina)
IPN 0 1,49 b + 0,02 2,37 ¢+ 0,03
31,09 1,63 ab + 0,04 2,72b + 0,03
IPA 72,75 1,71 a = 0,06 2,81 ab + 0,07
81,77 1,72 a = 0,06 2,93 a 0,05

Resultados das analises com média de trés repeti¢cdes (+ desvio-padrao). Médias seguidas pela mesma letra

(na coluna) nao diferem pelo teste de Tukey a 5%

Observou-se um aumento significativo (p<0,05)
de 14,77 e 15,44%, respectivamente, no valor da absor¢io
de agua para o isolado modificado por acetilagdo nas
seguintes extensoes de modificagdes 72,75 e 81,77% em
compara¢ao ao isolado nativo da munguba. A acilagdo
pode causar dissociacdo e desdobramento das moléculas
proteicas, passando a expor grupos mais hidrofilicos que
hidrofdbicos, aumentando, assim, os lados hidréfilos
para a ligacdo com a agua’. De acordo com Beuchat'?, o
desdobramento de moléculas de proteina intensificaria
a entrada de 4gua, enquanto a dissociagao de proteina
em subunidades aumentaria potencialmente os locais
de ligagao com a agua. O aumento na capacidade de
absor¢ao de dgua apods a acetilagdo foi reportado para o
feijao’, aveia®, soja* e folha de tabaco™®.

Os resultados alcangados para a capacidade de
absorcdodedleonosisolados proteicosacetilados mostraram
um aumento significativo, respectivamente, de 14,77, 18,57
e 23,63% em relacio ao isolado nativo em todos os niveis de
modificagdes. O mecanismo de absor¢io do dleo de uma
proteina foi principalmente sugerido como a retengao fisica
de dleo pelas proteinas, sendo a mesma influenciada pela sua
hidrofobicidade®. O aumento na capacidade de absor¢édo de
6leo para o isolado acetilado pode ser atribuido ao fato de
que a acetilagdo leva a introdugdo de grupos de lipofilicos
nas moléculas de proteina®. Melhorias na capacidade de
absorcéo de 6leo apds acetilacdo foram também informadas
para as proteinas do feijao®, amendoim'!, e algodao™®.

PROPRIEDADES EMULSIFICANTES

Capacidade Emulsificante

A capacidade emulsificante do isolado proteico
nativo da munguba e dos modificados por acetilagao esta
apresentada na Figura 2.

A capacidade de emulsdo geralmente segue o
perfil de solubilidade, variando em fun¢io do pH, como
foi observado neste estudo. Aumentos significativos foram
encontrados nas capacidades emulsificantes para osisolados
acetilados em pH 7 e 9 em relacio ao isolado nativo. No
pH 5,0 houve apenas um aumento significativo de 31,08%
na maior extensdo de modifica¢do (81,77%), enquanto em
pH 3,0, os derivados acetilados ndo apresentaram melhoria
em comparagao ao isolado nativo. O maior percentual de
6leo emulsificado no pH 7,0 (145,15 mL 6leo/100 mg)
correspondeua umaumento de 53,58%. O maior percentual
de dleo emulsificado encontrado para o isolado acetilado
em pH 9,0 (176,11 mL 6leo/100 mg) correspondeu a um
aumento de 72,37%, em comparac¢io a proteina nativa.

O aumento da capacidade emulsificante observado
na acetilacdo dos isolados proteicos da munguba pode
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Figura 2. Capacidade de emulsificagao do isolado proteico nativo

(IPN) e acetilato (IPA) de améndoas de munguba em fungéo dos va-
lores de pH entre 3,0; 5,0; 7,0 e 9
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Tabela 2. Atividade emulsificante do isolado proteico nativo da munguba e dos modificados por acetilagdo

Atividade Emulsificante (%)

Isolado Proteico

pH 3,0 pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0
Nativo 46,88+ 1,33 a 6,23 0,31 b 53,57 £ 1,00 b 62,70+ 1,37 a
Acetilado 31,09% 46,61 £ 1,82 a 6,37 £ 0,32 ab 57,55+ 1,20 a 63,12+ 0,86 a
Acetilado 72,75% 44,12 + 0,78 ab 7,45 + 0,39 ab 57,62 +£0,83a 63,07+£0,59a
Acetilado 81,77% 43,78 + 0,86 b 7,55 +0,35a 58,04 £ 0,90 a 62,88 £ 0,89 a

Resultados das andlises com média de trés repeti¢des (+ desvio-padrdo). Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) nio diferem pelo teste

de Tukey a 5%

Tabela 3. Estabilidade da emulsdo do isolado proteico nativo da munguba e dos modificados por acetilagao

Isolado Proteico

Estabilidade da Emulsio (%)

pH 3,0 pH 5,0 pH 7,0 pH 9,0
Nativo 42,03+ 1,19a 5,64 £0,30 ¢ 51,65 + 1,18 bc 60,30 £ 1,25ab
Acetilado 31,09% 41,50 £ 0,75 a 6,08 £ 0,29 bc 51,97 £ 0,87 bc 62,38 + 1,08 a
Acetilado 72,75% 42,28 +1,08a 6,87 £ 0,32 ab 54,46 + 1,15 ab 58,79+ 1,25b
Acetilado 81,77% 42,66 + 1,08 a 7,20+ 0,27 a 55,67 = 1,15a 62,11 +0,80a

Resultados das andlises com média de trés repeti¢des (+ desvio-padrdo). Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) nio diferem pelo teste

de Tukey a 5%

ocorrer em razdo do desdobramento das moléculas de
proteina, promovido pela acilagio das moléculas proteicas,
aumentando, assim, a exposi¢do de residuos lipofilicos
e hidrofilicos para a interfase 6leo-agua, promovendo a
reducio da tensdo de superficie e evitando a coalescéncia
das goticulas de 6leo. O menor aumento nas capacidades
emulsificantes na regiao do ponto isoelétrico se deve ao
fato de que é nessa regido que se tem a menor solubilidade
das proteinas e a maior interagdo proteina-proteina,
resultando em baixa hidrofobicidade de superficie. Silva,
Bora e Neto!’ reportaram para as sementes de algaroba
acetiladas um acentuado aumento na capacidade de
emulsificagdo no pH 3,0, um decréscimo no pH 5,0 e
aumento progressivo nos pHs 7,0 e 8,0. Ja Ramos e Bora®
relataram uma diminui¢ido em pH 3,0 e aumentos em pHs
5,0, 7,0 € 9,0 com o aumento do grau de modificagao.

Atividade e Estabilidade da Emulsao
A atividade e estabilidade da emulsao do isolado
proteico nativo da munguba e dos modificados por

74

acetilacdo estdo apresentados, respectivamente, nas
Tabelas 2 e 3.

A atividade e a estabilidade emulsificante foram
minimas no pH 5,0. Os maiores valores obtidos para
atividade e estabilidade emulsificante foram nos lados
acidos e basicos desse pH. Pdde-se verificar que houve
um aumento significativo de 21,19% na atividade
emulsificante do isolado acetilado no pH 5,0, no seu
maior grau de modificagao (81,77%). Nesse mesmo pH,
houve um incremento na estabilidade emulsificante de
21,80 e 27,66%, respectivamente, com o isolado acetilado
a 72,75 e 81,77%. No pH 7,0, a atividade emulsificante
foi melhorada pela acetilagdo em todas as extensdes
de modificagdo, sendo o maior percentual de aumento
verificado (8,34%) no seu maior grau de modificagdo e
a estabilidade melhorada neste mesmo pH em 7,78%,
também no seu maior grau de modificagao. Observou-se,
ainda, que a atividade e a estabilidade emulsificante do
isolado nativo ndo foram melhoradas apds a acetilacdo
nos pHs 3,0 € 9,0. A atividade e a estabilidade da emulsao



Azevedo CC, Bora PS, Silva BLA. Acetilagdo e funcionalidade das proteinas das améndoas da munguba (Pachira aquatica Aubl).

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2011; 70(1):69-76

encontrada seguiram um comportamento semelhante
com a capacidade emulsificante, sofrendo influéncia da
solubilidade, hidrofobicidade de superficie e flexibilidade
molecular. Encontramos resultados semelhantes para as
proteinas do linho®, canola?, ervilha’ e feijao®.

Viscosidade

Os resultados referentes a viscosidade relativa do
isolado proteico nativo indicam que houve um aumento
da viscosidade com o aumento da concentragido da
solugdo proteica em 1, 2 e 3%. O maior valor encontrado
para a viscosidade foi 2,51 na temperatura ambiente
e em sua maijor concentra¢ido (3%). Pdde-se observar
ainda que ap6s o aquecimento a 90 °C, o isolado nativo
sofreu pouca alteragdo em sua viscosidade.

Verificou-se que semelhantemente ao isolado
proteico nativo houve um aumento da viscosidade
relativa dos isolados proteicos acetilados com o
crescimento da concentracio proteica. Observou-se um
aumento significativo de 11,68 e de 5,58 % na viscosidade
relativa da proteina acetilada na temperatura ambiente
e na menor extensio do isolado acetilado (31,09%), na
concentracdo de proteina de 1 e 3%, respectivamente.
Uma diminui¢ao da viscosidade relativa das amostras
foi observada apds o aquecimento a 90 °C .

De acordo com Cheftel, Cuq e Lorient*, a
viscosidade da maior parte dos fluidos proteicos
aumenta exponencialmente com a concentragao
proteica, estando em concordancia aos relatos deste
estudo. Relatos similares foram apresentados por
Sze-Tao e Sathe®, Dua, Mahajan e Mahajan™.

CONCLUSAO

As propriedades funcionais das proteinas de
améndoas da munguba modificadas por acetilagao foram
caracterizadas neste estudo. Os perfis de solubilidade
mostraram-se dependentes da variacio de pH. A
modifica¢ao quimica melhorou a solubilidade do isolado
nativo tanto no seu ponto isoelétrico (pI) como na regiao
alcalina, sendo apropriado para o uso em produtos de
padaria, massas em geral e alimentos semissolidos. As
capacidades de absor¢ao de agua e do 6leo do isolado
proteico nativo da munguba foram melhoradas apds
a modificagdo, sendo indicadas em alimentos como
sopas e carnes. Os resultados obtidos na acetilacdo das
propriedades emulsificantes favorecem a sua utilizagdo
em alimentos com alto desempenho de emulsificacdo do

6leo, como salsichas e maionese. A viscosidade relativa
aumentou com o aumento da concentra¢do da solucio
proteica. As mudangas na funcionalidade da proteina
da améndoa de munguba acetilada sugerem, pois, o seu
aproveitamento como uma nova fonte de ingrediente
proteico na industria de alimentos.
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RESUMO

A comprovagdo da espécie de origem é um dos itens da certificacdo de linhagens celulares, que pode ser
feita por meio de técnica de eletroforese de isoenzimas. Com o objetivo de padronizar essa técnica, o grupo
de estudo do Nicleo de Cultura de Células do IAL utilizou extratos celulares de diferentes espécies animais,
que foram submetidos a eletroforese horizontal ou vertical em géis de poliacrilamida ou agarose, 100 V e
4°C. A revelagio das bandas para a enzima glicose 6-fosfato desidrogenase foi realizada com o auxilio de
sais de tetrazolio. Observou-se a presenca de uma unica banda para cada linhagem celular testada, com
os padrdes de migragdo esperados para as diferentes espécies utilizadas, com exce¢do da linhagem bovina
MDBK, que ndo apresentou uma das bandas, provavelmente em fun¢io de menor expressio dessa enzima.
Ap0s a avaliagdo dos resultados obtidos com os diferentes sistemas de eletroforese e géis testados, optou-se
pelo uso de eletroforese horizontal em géis de agarose a 2%. A padronizagio e a implantagdo dessa técnica
permitirdo que o laboratdrio fornega linhagens celulares com o devido controle de qualidade.
Palavras-chave. isoenzimas, linhagens celulares, caracterizagdo celular, contaminacéo cruzada.

ABSTRACT

The evidence of the species origin has been a crucial characteristic for cell line certification, which can
be performed by isoenzymes electrophoresis. Aiming at standardizing the isoenzyme electrophoresis
technique at the Cell Culture Nucleus of IAL, cell extracts from different animal species were investigated
on horizontal or vertical electrophoresis using polyacrylamide or agarose gels, 100 V at 4°C. The glucose-6-
phosphate dehydrogenase staining was carried out using tetrazolium salts. A single band for each tested cell
line was detected, with the expected migration pattern for the different animal species used, excepting the
bovine cell line MDBK which did not show one of the bands, probably due to low enzyme expression. After
analyzing the results from different electrophoretic systems and gels testing, the horizontal electrophoresis
with 2% agarose gels showed the best performance. This technique standardization and implementation
will turn the laboratory be feasible in providing cell line with high quality control.

Keywords. isoenzymes, cell line, cellular characterization, cross contamination.
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INTRODUCAO

As técnicas de culturas celulares permitiram grande
avanco no desenvolvimento cientifico de varias areas, mas
a ocorréncia de contaminacdo cruzada entre diferentes
linhagens pode invalidar todo o resultado dos estudos que
utilizam essas células. Os primeiros relatos de contaminagdo
cruzada ocorreram nas décadas de 60-70 e estimativas
recentes sugerem que 20 a 36% das linhagens celulares
disponiveis possam estar contaminadas com outras'?, o
que vem sendo confirmado em diversas publicacdes **.
Com o intuito de evitar esse problema, recomenda-se
que os laboratorios utilizem apenas linhagens celulares
certificadas, adquiridas de bancos de células reconhecidos
que se responsabilizam pela caracterizagdo das células'>.

Um dos itens da certificacio celular é a
comprovacao da espécie de origem da linhagem, que pode
ser feita pela andlise de isoenzimas por eletroforese. Essa
técnica inicialmente era feita em géis de amido®*, depois
substituidos por um kit comercial (Authentikit™ system,
Innovative Chemistry)’, o qual vem sendo utilizado
por bancos de células internacionais'. No entanto, sua
aquisicao é dificil e os custos sdo altos, inviabilizando seu
uso na rotina do laboratério.

O objetivo deste trabalho é a padronizacio e
implantagao da técnica de eletroforese de isoenzimas,
utilizando géis de agarose ou poliacrilamida, para a
certificagdo das linhagens pertencentes ao acervo do
Nucleo de Cultura de Células do Instituto Adolfo Lutz, as
quais sao fornecidas a diversos laboratérios do pais, tanto
para uso em pesquisa como no diagndstico.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares: NCTC
clone 929 (tecido conjuntivo de camundongo, ATCC
CCL-1), HeLa (carcinoma de cervix humana, ATCC
CCL-2), RD (rabdomiosarcoma embrionario humano,
ATCC CCL-136), SIRC (cornea de coelho, ATCC
CCL-60) e MDBK (rim bovino, ATCC CCL-22).

Essas células foram mantidas em estufa a 37 °C,
na auséncia de antibidticos. As linhagens celulares NCTC
clone 929, HeLa e MDBK foram cultivadas em meio
minimo essencial de Eagle em solu¢ao salina balanceada
de Earle, 0,1 mM de aminoécidos nao essenciais, 1 mM
de piruvato de s6dio e 10% de soro fetal bovino (SFB); as
linhagens RD e SIRC foram cultivadas em partes iguais
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de meio minimo essencial de Eagle em solucdo salina
balanceada de Earle e meio L-15, com 15% de SFB.

Preparo dos extratos celulares

Cada linhagem celular foi cultivada em garrafas
de 25 ou 75 cm? por 2 a 8 dias. Com a monocamada
formada, as células foram tripsinizadas, ressuspendidas
em volume conhecido de meio de cultura e a
concentragao ajustada para obter 1-3 x 107 células. Esta
suspensdo celular foi centrifugada a 150 x g por 5 min a
8 °C e o sedimento lavado por 2 vezes com PBS (Solugdo
Fosfatada Tamponada) gelada, seguido de centrifugacdo
como descrito acima. As células foram ressuspendidas
em 200 pL de tampao de extragdo (2% de Triton X-100
em 50 mM de Tris e 1 mM de EDTA, pH 7,5 + 0,1) e
deixadas em gelo durante 20-30 min para lise. O extrato
foi centrifugado a 1.900 x g por 5 min a 8 °C, aliquotado
e armazenado em freezer -70 °C até o uso (protocolo
adaptado de Laboratory Procedures for Animal and
Human Cell Lines'!).

Eletroforese da enzima glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PD)

Os extratos celulares com solugdo de azul
de bromofenol 0,015%/glicerol 2,5% (1-5 pL) foram
submetidos a eletroforese em sistema horizontal
LCV 7x8 (Loccus do Brasil), em géis de agarose ou
poliacrilamida. Géis de agarose (Ultrapure™ Agarose,
Invitrogen) foram preparados nas concentragdes 1 ou 2%
em tampao Tris (Invitrogen) 0,375 M, pH 8,8 £ 0,1. Géis
de poliacrilamida foram preparados nas concentragdes 5
ou 7,5% (razdo de acrilamida:bis-acrilamida 38,4:1) em
tampdao Tris 0,375 M, pH 8,8 £ 0,1, persulfato de amoénio
0,06% e N,N,N’N’-tetrametiletilenodiamina 0,07%
(TEMED). Neste caso, para obter uma polimerizagdo
uniforme foi utilizada uma placa de acrilico sobre o gel,
deixando apenas a regido do pente descoberta, que foi
fechada pela adi¢do de uma camada de agua para isolar
do contato com ar. O tampéo de corrida utilizado foi
Tris 25 mM/glicina (Invitrogen) 192 mM, pH 8,3 + 0,1.
As eletroforeses foram realizadas a 100 V e 4 °C, por 1:40
h (agarose) ou 2:30 h (poliacrilamida), com a adigdo de
1 mL de B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(B-NADP, Sigma Chemical Co.) 10 mg/mL ao tampao de
corrida, no lado do catodo.

Apods a corrida, os géis foram incubados por
cerca de 10 ou 30 min (agarose ou poliacrilamida,
respectivamente) a 37 °C no escuro, em solugdo
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reveladora contendo glicose 6-fosfato 2,5 mM (Sigma
Chem. Co.), Tris 0,05 MpH7,5+0,1,MgCl,.6H,0 0,01 M,
B-NADP 0,5 mM, MTT (3-(4’-5’-dimetiltiazol-2-yl)-
2,4-difeniltetrazélio brometo, Sigma Chem. Co.)
0,1 mg/mL e PMS (fenazine metosulfato, Sardi)
0,04 mg/mL (protocolo modificado de Hay et al.?).
Ao final, os géis foram lavados em dgua destilada e os
resultados registrados por fotografia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese de isoenzimas permite a identificagio
da espécie de origem das linhagens celulares através da
compara¢ao do padrao de migragdo das bandas obtidas
em relacdo as células utilizadas como padrao e controle do
ensaio, NCTC clone 929 e HeLa, respectivamente®. Para
a enzima G6PD, a majoria das espécies apresenta apenas
uma isoforma®®. Uma excecdo é a espécie humana, com
duas isoformas, A e B, sendo que o tipo A migra mais
rapidamente e esta presente nas células HeLa'.

Nossos resultados, utilizando géis horizontais
de agarose ou poliacrilamida, mostraram a presenga
de uma banda em cada linhagem celular avaliada,
que foi mais nitida nas maiores concentragdes dos
géis ensaiados (Figura 1). O padrao de migragdo foi o
esperado para cada espécie (Figura 1). A tnica excegdo
foi a linhagem MDBK, de rim bovino, que apresentou
apenas uma banda (Figura 1), enquanto varios autores
mostraram a presenca de duas bandas para esta espécie,
ambas posicionadas acima da obtida na linhagem
HeLa%®. Mesmo apos repetir a extracdo, aumentando a
concentragao de células e o volume de amostra aplicada,
o resultado permaneceu o mesmo. Dados semelhantes
foram encontrados com a mesma linhagem celular por
outro grupo brasileiro. Talvez a outra isoforma tenha
menor expressdo e, por isso, ndo foi detectada nessa
linhagem, um fator que pode complicar a andlise de
isoenzimas®. Para evitar isso, a utilizacdo de a0 menos
3-4 enzimas diferentes é recomendada na literatura® .
Além da MDBK, nas células RD foi necessario ajustar
o volume do extrato aplicado ao gel para que as bandas
pudessem ser detectadas com intensidade préxima a
obtida nas demais, sugerindo que as linhagens RD e
MDBK possam apresentar uma menor expressao de
G6PD (Figura 1).

Diversas variagbes na metodologia foram
avaliadas para a padronizacio da técnica em nosso
laboratério. No preparo dos extratos celulares foram

A
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B

1 2 3 4 2 5
(&

1 2 3 4 2 5

Figura 1. Resultados da eletroforese horizontal para G6PD em diversas
linhagens celulares, em géis de poliacrilamida 5% (1A), 7,5% (1B) ou
agarose 2% (1C) em tampao Tris 25 mM/ glicina 192 mM. Linhagens
celulares: NCTC clone 929 (1), HeLa (2), RD (3), SIRC (4) e MDBK (5)

utilizados outros dois protocolos, de rompimento das
células por congelamento e descongelamento® ?, para os
quais foram obtidos resultados semelhantes. Analisamos,
também, eletroforese vertical com gel de poliacrilamida
nas concentragdes 5, 7,5, 10 e 12% e observamos que as
linhagens celulares mantinham as diferencas de migracao
esperadas entre as diversas espécies, porém cada banda
apresentou-se subdividida em 3, muito proximas umas das
outras e bem definidas (Figura 2A). Para esta observagao
nao foi encontrado nenhum relato na literatura. Com géis
verticais de agarose 1 ou 2% foi identificada uma tnica
banda para cada espécie, mas todas tinham a mesma
distancia de migracdo (Figura 2B). Outra variacdo foi a
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Figura 2. Resultados da eletroforese vertical para G6PD em diversas
linhagens celulares, em géis de poliacrilamida 7,5% (2A), agarose 2%
(2B) ou agarose 2% com glicerol 30% (2C) em tampdo Tris 25 mM/
glicina 192 mM. Linhagens celulares: NCTC clone 929 (1), HeLa (2),
RD (3), SIRC (4) e MDBK (5)

adigao de glicerol 15 ou 30% aos géis de agarose (protocolo
modificado de Warren et al."®), permitindo identificar
uma unica banda para a G6PD em cada linhagem, as
quais apresentaram o padrdo de migragdo esperado para
as espécies testadas (Figura 2C). Nessas condi¢oes, porém,
as bandas obtidas foram menos definidas que nos ensaios
feitos em sistema horizontal, um efeito aparentemente
causado pela presenca do glicerol.

Apos observar os resultados obtidos e dada a
maior praticidade na confec¢ao e manipulagao dos géis
de agarose no sistema horizontal, pela rapida revelagdo
das bandas e por nao utilizar produtos toxicos, optou-se
pela utilizagdo desse gel na rotina do laboratdrio. Essa
técnica permitird o maijor controle de qualidade das
nossas linhagens celulares, de acordo com os requisitos
técnicos e cientificos internacionais'?.
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ABSTRACT

Little is known of the presence of Salmonella in Brazilian cocoa, which justifies the present work that had the aim
of checking the presence of total Enterobacteriaceae, coliforms, Escherichia coli and Salmonella in semi-processed
cocoa products. A total of 150 samples of cocoa products from two different cocoa-processing manufacturers
were analyzed (30 samples of nibs, 30 of liquor, 30 of cocoa cake, 30 of cocoa butter and 30 of cocoa powder).
The samples of processed cocoa products had pH values between 5.31 and 7.35, and water activity ranging
from 0.29 to 0.52. E. coli and Salmonella were not detected in any of the samples analyzed. Regarding the other
analyzed microorganisms, 17% of the nibs contained total Enterobacteriaceae, 20 % showed total coliforms,
while thermotolerant coliforms were detected in one sample (0.6 log MPN/g). Seven percent of liquor and cocoa
powder samples showed total coliforms. In cocoa cake, the same percentage in regard to total Enterobacteriaceae
was observed. Total Enterobacteriaceae and total coliforms were detected in one sample of cocoa butter. Despite
the low contamination observed, these results indicate failure in quality programs of the manufactures studied,
since these bacteria are easily inactivated by thermal and sanitizer process.

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

RESUMO

Pouco se sabe sobre a presenca de Salmonella no cacau brasileiro, o que justifica o presente trabalho cujo
objetivo foi verificar a presenca de enterobactérias totais, coliformes, Escherichia coli e Salmonella em derivados
processados do cacau. Foram analisadas 150 amostras de produtos derivados do cacau provenientes de duas
inddstrias processadoras (30 amostras de “nibs”, 30 de liquor, 30 de torta, 30 de manteiga de cacau e 30 de
cacau em pd). As amostras apresentaram valores de pH entre 5,31 e 7,35 e atividade de 4gua entre 0,29 e 0,52.
Nao foi detectada E. coli e Salmonella em nenhuma amostra analisada. Com relagdo aos demais grupos de
microrganismos analisados, 17% das amostras de nibs apresentaram enterobactérias totais, 20% apresentaram
coliformes totais e em uma amostra foram detectados coliformes termotolerantes (0,6 log NMP/g). Sete por
cento das amostras de liquor e cacau em pé apresentaram coliformes totais. Nas amostras de torta foi observada
a mesma porcentagem para enterobactérias totais. Em uma amostra de manteiga de cacau foram detectados
enterobactérias totais e coliformes totais. Apesar da baixa contaminagdo observada, esses resultados indicam
falhas no programa de qualidade das industrias avaliadas, ja que essas bactérias sdo facilmente inativadas por
processo térmico e sanitizante.

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

The first step in conventional cocoa processing
consists of roasting the cleaned, whole beans in their shells
at a temperature between 120 and 150 °C, for 5 to 120
minutes. During roasting, a series of chemical reactions
critical to the development of aroma, taste and color of the
chocolate take place. The time/temperature combination
will depend on several factors, including the origin and
harvesting time within the year, pre-roasting treatments,
the moisture level, the size of the beans and the desired
flavor characteristics. Upon completion of roasting, the
beans are cooled and cracked. Next, the shell and germ
are removed (“winnowing”) to obtain the nibs'.

The nibs are ground to a fine particle size, called
cocoa mass or cocoa liquor. Cocoa mass is subjected
to hydraulic pressing, which separates some of the
cocoa butter from the solid cocoa mass, resulting in
compressed cocoa cake. Cocoa butter is the most valuable
by-product of the pressing process. Cocoa cake is normally
submitted to one more grinding process to obtain a fine
powder of different particle sizes. Cocoa powder can be
used in the manufacture of chocolate-flavored beverages,
confectionery and bakery fillings and ice cream’.

From a public health standpoint, the
microorganisms most likely to adversely affect the
quality of chocolate are enteropathogens like Salmonella.
With regard to Salmonella, the European Union?® lists
chocolate among the products associated with major
salmonellosis outbreaks in humans that spread across
several countries and affected large numbers of people.
Although cocoa products are not the only ingredients
that may introduce Salmonella into chocolate, they
have been implicated as the most prominent potential
source of some outbreaks (dried cocoa beans, cocoa
powder). Cordier’ points out cocoa beans as a major
source of Salmonella contamination throughout the
manufacturingofchocolateand cocoa-basedingredients.
Consequently, it is imperative that in-process products
be routinely screened for the presence of Salmonella as
part of an integrated control process that begins with
the selection of reliable suppliers*.

Indicator microorganisms are generally used
to measure the quality of the practices used to ensure
proper processing. Total Enterobacteriaceae are used as
an indicator of hygiene practices since they are easily
inactivated by sanitizers, and are able to colonize several
niches of food processing plants’.
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The coliform group is a subgroup of
Enterobacteriaceae, and the most used as an indicator
in the food industry. They are aerobic or facultative
anaerobic Gram-negative, nonspore-forming rods that
ferment lactose, forming acid and gas. Representatives
of 20 or more species may conform to criteria for this
group, including fecal (Escherichia coli) and non fecal
origins (Citrobacter, Enterobacter, etc)’.

Nonetheless, there is still a huge gap in the scientific
data and information available concerning contamination
of primary ingredients. Thus, the implementation of any
prevention measures should be preceded by detailed
studies that allow determining prevalence and the main
points of entrance of these microorganisms into the
chocolate production chain. For this reason, the aim
of this study was to investigate the presence of total
Enterobacteriaceae, coliforms, Escherichia coli and
Salmonella in semi-processed cocoa products.

MATERIAL AND METHODS

Sampling

A total of 150 samples divided into five groups of
semi-finished processed cocoa products from two different
processing Brazilian manufacturers were analyzed. Each
group consisted of 30 samples of each product type: nibs,
cocoa liquor, cocoa cake, cocoa butter and cocoa powder.

Test methods

Water activity was measured at 25 °C with a
hygrometer Aqua Lab 3TE (Braseq, Brazil). The pH was
determined according to the method developed by the
Instituto Adolfo Lutz’. Salmonella analysis was performed
according to the method of the Bacteriological Analytical
Manual (BAM/FDA)’. The pre-enrichment phase was
performed in reconstituted skimmed milk to 10%,
supplemented with brilliant green. After that, the sample
materials were enriched in Rappaport-Vassiliadis and
tetrathionate broth and subsequently plated onto Bismuth
Sulphite Agar, Hecktoen enteric agar, and Xylose Lysine
Deoxycholate agar. Suspect colonies were confirmed by
biochemical and serological tests. Enterobacteriaceae were
enumerated on Violet Red Bile Glucose agar by the plate
count method. Total coliforms, thermotolerant coliforms
and E. coli counts were determined by the Most Probable
Number (MPN) technique, described in the Compendium
of methods for microbiological examination of foods®.
The presumptive test was performed using Lauryl Sulfate
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Tryptose broth. Confirmation of total coliforms was carried
out in Brilliant Green Bile broth and that of thermotolerant
coliforms in EC broth. Confirmation of E. coli was followed

Table 1. Results of pH and water activity of processed cocoa
products

Product pH Water activity
by isolation on EMB agar and confirmation by biochemical Nib 198 0 5.67 0420057
tests (Indole, Voges—Proskauer, Methyl Red and citrate). s J8 10> 42100.
Liquor 5.54t07.12 0.22 to 0.80
RESULTS Cocoa cake 5.40 to 8.48 0.24 t0 0.48
Cocoa butter 5.51 to 7.87 0.41 to 0.56
Tables 1 and 2 show the results for water activity,
pH and microbiological analyses of 150 samples of Cocoa powder >.57 10 8.24 0.28 10 0.58
Table 2. Results of microbiological analyses of processed cocoa products
Product Contamination Total Enterobacteriaceae Total coliforms Thecr(l){li(f)(t)(::flls‘ant
* ey
parameter (Log CFU/g) (Log MPN/g) (Log MPN/g)**
Positive samples (%) 05 (17%) 06 (20%) 01 (3%)
Cocoa nibs
Counts in positive 1.0 t0 2.0 (1.2) 0.6t0 1.4 (0.9) 0.6
samples (mean)
Positive samples (%) 0 02 (7%) 0
Cocoa liquor
Counts in positive B 0.6 to 1.0 (0.8) B
samples (mean)
Positive samples (%) 01 (3%) 01 (3%) 0
Cocoa butter
Counts in positive 1,0 0.6 B
samples (mean)
Positive samples (%) 02 (7%) 0 0
Cocoa cake
Counts in positive 1.0to 1.3 (1.2) _ _
samples (mean)
Positive samples (%) 0 02 (7%) 0
Cocoa powder
Counts in positive B 0.6 t0 0.9 (0.7) B

samples (mean)

*Colony forming units, detection limit 1.0 Log CFU/g. **Most probable number, detection limit 0.5 Log MPN/g

processed cocoa products from two cocoa processing
manufacturers. Salmonella and E. coli were not detected
in any of the 150 samples (date not shown).

The cocoa nib samples had water activity values
between 0.422 and 0.567 and the pH varied between 4.98
and 5.67. Five (17%) of the 30 samples were found to be
contaminated with total Enterobacteriaceae, with counts

varying from 1.0 to 2.0 Log CFU/g. Total coliforms were
detected in six (20%) of the 30 samples, with mean of
0.9 Log MPN/g, while thermotolerant coliforms were
detected in one sample (0.6 Log MPN/g).

The samples of cocoa liquor had water activity
values between 0.22 and 0.80 and the pH varied between
5.54 and 7.12. Total Enterobacteriaceae were not detected
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by the plate count method. However, total coliforms
were isolated in two (7%) of the 30 samples by the MPN
technique, with counts of 0.6 and 1.0 Log MPN/g.

The samples of cocoa butter had water activity
values ranging between 0.41 and 0.56 and the pH varied
between 5.40 and 8.48. One sample (3%) was found to
be contaminated with total Enterobacteriaceae (1.0 Log
CFU/g). In another sample (3%) total coliforms were
detected, with a count of 0.6 Log MPN/g.

The cocoa cake samples had water activity
ranging between 0.24 and 0.35. The pH varied between
6.60 and 7.35. Total Enterobacteriaceae were observed
in two samples (7%), with counts of 1.0 and 1.3 Log
CFU/g. However, total coliforms were not isolated in
any analyzed sample.

The samples of cocoa powder had water activity
between 0.28 and 0.58. The pH varied between 5.57
and 8.24. Just as occurred for liquor samples, total
Enterobacteriaceae were not detected in cocoa powder
by the plate count method. Nevertheless, in two samples
(7%), using the MNP technique, contamination by total
coliforms was observed, with counts varying from 0.6
to 0.9 Log MPN/g.

The fact of total Enterobacteriaceae not being
detected in samples which showed contamination
by total coliforms was possibly due to the difference
between methods and detection limit used in this study.
Total Enterobacteriaceae were analyzed by the plate
count method, whose detection limit is 1.0 Log CFU/g.
In contrast, the MPN method was used to isolate total
coliforms which a part from having a lower detection
limit (0.5 Log MPN/g), also has a step in nonselective
broth that allows for the recovery of possibly injured cells.
Furthermore, it is worth pointing out that the total coliform
count observed in liquor and cocoa powder samples were
below the detection limit of the total Enterobacteriaceae
method (1.0 Log CFU/g).

DISCUSSION

The processing of cocoabeansintosemi-processed
products consists basically of the following steps: bean
selection and cleaning, roasting, grinding, pressing
and pulverizing. Roasting is the main step capable of
significantly reducing the microbial counts, even though
alkalinization also serves as a barrier function.

The low water activity and the high fat level of
some semi-processed cocoa products may influence the
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increase in heat resistance of the pathogens®. According
to Jay’, the optimum pH value for Enterobacteriaceae
growth falls within the neutral range (6.6 to 8.2); values
above 9 and lower than 4 are considered bactericidal.
With regard to water activity, growth inhibition of most
members of this family occurs at values lower than
0.94. All the products tested had a pH falling within
the development range for Enterobacteriaceae such as
Salmonella, but at the same time had water activity values
lower than 0.60 which is an adverse growth condition.
However, the fact that the semi-processed cocoa product
exhibited low water activity values does not prevent the
contamination with and the subsequent survival of these
microorganisms, what was observed in this study.

Inall 150 samples of semi-processed cocoa products
analyzed, Salmonellaand E. coli were not detected. However,
18.5% of the samples showed total Enterobacteriaceaeand/or
total coliforms, microorganisms routinely used as hygiene
indicator of process. Hence, despite the low contamination
(<2 Log CFU or MPN/g), this result suggests failure in
quality programs, since these bacteria are easily inactivated
by thermal and sanitizer process.

It is worrying from public health point of view
because a possible contamination by Salmonella and E.
coli could occur in these conditions. As these products
are used as raw material for chocolate manufacturing, the
control must be rigorous, seeking the absence of indicator
organisms. This concern is corroborated by the fact that
two salmonellosis outbreaks associated with chocolate
have been reported, in which the source of contamination
was traced back to the cocoa beans or the cocoa powder’.
In addition, epidemiological surveys have confirmed that
the Salmonella infecting dose in this type of product is
very low, sometimes even lower than 1 CFU/g’.

Therefore, temperature monitoring during
cocoa roasting, use of quality raw material, use of
good manufacturing practices, employee training, pest
control, and adequate, well-executed hygiene program
are prime factors throughout the supply chain of cocoa
and chocolate to obtain products microbiologically safe.

ACKNOWLEDGMENTS
The authors wish to thank Funda¢io de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) and Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) for financial support.




Nascimento MS, Reolon EM, Santos ARB, Moreira VE, Silva IE Silva N. Enterobacteriaceae in processed cocoa products.
Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011; 70(1):81-85.

REFERENCES

1.

Beckett ST. The science of chocolate, 2nd ed. London (UK):
Royal Society of Chemistry Paperbak; 2008.

European Commission. Salmonella in Foodstuffs. Opinion of the
Scientific Committee on Veterinary Measures Relating to Public
Health. [cited 2007 nov 22]. Avaliable from: http://ec.europa.eu/
food/fs/sc/scv/out66_en.pdf.

Cordier JL. HACCP in the chocolate industry. Food Contr.
1994;5:171-5.

International Commission on Microbiological Specifications for
Foods. Cocoa, chocolate and confectionery. In: Microorganisms
in Foods 6: Microbiological Ecology of Food Commodities. 2nd
ed. New York (NY): Kluwer Academic; 2005. p. 467-479.

Jay JE. Microbiologia de alimentos. 6th ed. Porto Alegre (RS):
Artmed, 2005.

Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - Brasil). Métodos Fisico-
Quimicos para Andlise de Alimentos: Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz. 4th ed. Brasilia (DF): ANVISA; 2005.

Andrews WH, Hammack TS. Salmonella. In: Bacteriological
analytical manual online. Food and Drug Administration. [cited
2007 nov 22]. Avaliable from: http://www.cfsan.fda.gov/ebam/
bam-5.html.

Kornacki JL, Johnson JL. Enterobacteriaceae, coliforms and
Escherichia coli - quality and safety indicators. In: Downes, FP,
Ito K, editors. Compendium of methods for the microbiological
examination of foods. Washington (DC): American Public
Health Association; 2001. p.69-82.

Werber D, Dreesman J, Feil F, van Treeck U, Fell G, Ethelberg S
et al. International outbreak of Salmonella Oranienburg due to
German chocolate. BMC Infect Dis. 2005;5(7):7-17.

85



COMUNICAGAO BREVE/BRIEF COMMUNICATION

Ciclamato de sddio em refrigerantes de baixa caloria

Sodium cyclamate in low calorie soft drinks

86

RIALA6/1349

Mateus Henrique PETRARCA, Maria Terezinha Elizene da Silva BONIFACIO, Magali MONTEIRO*

*Enderego para correspondéncia: Laboratério de Analise de Alimentos, Departamento de Alimentos e Nutrigéo,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, CP 502, Rodovia
Araraquara-Jai Km 1, Araraquara, SP, Brasil, CEP 14801-902, e-mail: monteiro@fcfar.unesp.br

Recebido: 23.09.2010 - Aceito para publicagdo: 31.03.2011

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar os teores de ciclamato de s6dio nos refrigerantes de baixa caloria
mais consumidos no pais. Os refrigerantes de baixa caloria dos tipos cola, guarana, laranja, limao e uva
foram analisados seguindo-se a técnica descrita por Sjoberg e Alanko (1987), com algumas modificagdes.
Os ensaios de recuperag¢io da metodologia foram realizados em trés niveis de fortifica¢do, com recuperagio
média de 92,5% e 110,3%, respectivamente, para cola e guarana, e o desvio-padrao relativo foi de 3,7%. Os
teores médios de ciclamato de sodio variaram de 27,1 £ 1,1 (cola A) a 127,3 £+ 1,5 mg.100 mL™"* (limdo B),
0 que mostra que a ingestdo didria aceitdvel do edulcorante pode ser facilmente excedida com o consumo
de refrigerantes de baixa caloria. Todas as amostras de refrigerantes apresentaram teores de ciclamato de
sodio superiores aqueles indicados no rétulo, com 12,9% (cola A) a 19,0% (limao B) acima do declarado.
Dos 18 refrigerantes analisados, apenas quatro apresentaram teor médio de ciclamato de sddio de acordo
com o limite maximo de 40 mg.100 mL" de bebida, permitido pela legislagdo brasileira; e os demais
apresentaram variagao de 74,8% (laranja) a 218,3% (limédo B) acima do limite permitido.

Palavras-chave. edulcorante, ciclamato de sddio, refrigerantes de baixa caloria, espectrofotometria
UV/Visivel.

ABSTRACT

Sodium cyclamate contents in the widely consumed low calorie soft drinks were determined. Low calorie
soft drinks made from cola, guarana, orange, lemon and grape were analyzed following the technique
described by Sjorberg and Alanko (1987), with some modifications. The methodology recovery assays
were carried out at three spiked levels, and the average recovery of 92.5% and 110.3% were found in
cola and guarana, respectively; and the relative standard deviation was of 3.7%. The average sodium
cyclamate contents ranged from 27.1 + 1.1 (cola A) to 127.3 £ 1.5 mg.100 mL" (lemon B), indicating that
the acceptable daily intake of the sweetener can be easily exceeded after drinking low calorie beverages. All
of the analyzed low calorie soft drinks showed sodium cyclamate contents higher than those stated on the
label, ranging from 12.9% (cola A) to 19.0% (lemon B). Among 18 low calorie soft drinks analyzed, only
four showed the average sodium cyclamate contents in accordance with the maximum limit permitted
by Brazilian legislation, that is 40 mg.100 mL™" of beverage; and in other samples the sweetener exceeded
ranging from 74.8% (orange) to 218.3% (lemon B) above of the limit permitted.

Keywords. sweetener, sodium cyclamate, low calorie soft drinks, UV/Visible spectrophotometry.
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INTRODUCAO

O mercado brasileiro de produtos diet e light cresceu
1.875% nos ultimos 13 anos, ou seja, mais de 144% ao ano,
sendo os adogantes de mesa, os refrigerantes e os sucos
de fruta os produtos mais consumidos. Em 2009, foram
consumidos 1.419,26 milhoes de litros de refrigerantes de
baixa caloria no Brasil. Os campedes de venda foram os
refrigerantes dos tipos cola, guarana e laranja'=~

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 30,
de 27 de setembro de 1999, da Secretaria Nacional de
Defesa Agropecuaria, bebida de baixa caloria é “a bebida
ndo alcoolica, e hipocaldrica, devendo ter o conteudo de
acucares adicionados normalmente na bebida convencional
inteiramente substituido por edulcorantes hipocaléricos e
ndo caldricos, naturais ou artificiais, exceto para o preparado
sélido para refresco, que podera conter o contetido de agucar
parcialmente substituido por edulcorantes hipocaldricos
e ndo caldricos, naturais ou artificiais, e cujo teor caldrico
ndo ultrapasse a 20 kcal.100 mL* da bebida™.

Os edulcorantes sdo definidos como “substincias
diferentes dos aguicares que conferem sabor doce aos
alimentos™. Dentre os edulcorantes permitidos pela
legislagao brasileira estdo o sorbitol, manitol, isomalte,
glicosideos de esteviol, maltitol, lactitol, xilitol e eritritol,
classificados como naturais, e o acessulfame de potéssio,
aspartame, acido ciclamico e seus sais de calcio, potéssio e
sddio, sucralose, neotame, taumatina, e sacarina e seus sais
de célcio, potassio e sddio, classificados como artificiais’.

O ciclamato de sodio é aproximadamente 30
vezes mais doce que a sacarose, estavel em ampla faixa de
pH e temperatura, e apresenta alta solubilidade em agua.
O ciclamato foi descoberto por Michael Sveda em 1937,
aprovado como aditivo alimentar pela Food and Drug
Administration (FDA) em 1949 e tem seu uso permitido
como edulcorante em mais de 40 paises, incluindo os da
Uniéo Europeia, Mercosul e o Canad4, e também no Brasil,
onde comecou a ser produzido em 1977%7. A Resolugdo
RDC n° 18 de 24 de margo de 2008, da Agéncia Nacional de
VigilanciaSanitaria(ANVISA),autorizaousodoedulcorante
acido ciclamico e seus sais de célcio, potassio e sddio, em
alimentos e bebidas, considerando o limite maximo de 0,04
g.100 mL" de bebida ou 100 g de alimento®.

Nos Estados Unidos, o uso do ciclamato e seus
sais esta proibido pela FDA desde 1969, baseado em
estudos que associaram a combinacdo de ciclamato e
sacarina sodica com o aumento da incidéncia de tumores
de bexiga em ratos machos, apds observagao de que parte

do ciclamato ingerido era metabolizado a ciclohexilamina
pelas bactérias intestinais®’.

Na ultima avaliagdo do Joint FAO/WHO Expert
Commiittee on Food Additives (JECFA) sobre ciclamato
de calcio e sddio, realizada em 1982, foi estabelecida a
ingestao diaria aceitavel (IDA) de 11 mgkg’ de peso
corporeo, considerando o nivel em que ndo foram
observados efeitos (NOEL — No Observed Effect Level) de
100 mg.kg" de peso corpdreo, devido a atrofia testicular
em ratos, observada para o metabdlito ciclohexilamina,
em doses superiores. Segundo o estudo, 37% do ciclamato
ingerido sdo absorvidos, e os 63% restantes estdo
disponiveis para a conversao a ciclohexilamina, cuja taxa
média de conversao em seres humanos ¢ de 30%'. De
acordo com a International Agency of Research on Cancer
(IARC), em 1999, o ciclamato de sddio foi classificado no
grupo 3, ndo carcinogénico para humanos''.

Uma vez que o consumo de produtos diet e light
vem aumentando no Brasil e muito se questiona sobre
a seguranga de uso do ciclamato de sédio em alimentos
e bebidas, o objetivo do estudo foi determinar os teores
de ciclamato de so6dio nos refrigerantes de baixa caloria
mais consumidos no pais.

MATERIAL E METODOS

Material

Um total de 18 unidades de refrigerantes de
baixa caloria (dos tipos cola, guarand, laranja, limao e
uva), cujo rétulo informava a presenca de ciclamato de
sodio, foi adquirido em trés supermercados (grande,
médio e pequeno portes) do municipio de Araraquara,
SP, nos meses de outubro e novembro de 2009, e abril
de 2010. Foram coletadas duas embalagens (350 mL e/ou
2000 mL) de cada tipo de refrigerante das marcas lideres
de mercado (A e B), de diferentes datas de fabricacio.
Para o refrigerante do tipo laranja, apenas uma marca
foi analisada, pois dentre as disponiveis, somente essa
declarava a presenca de ciclamato de sddio.

Acido sulftrico, ciclohexano, hipoclorito de
sédio e ciclamato de s6dio foram adquiridos da Synth
(Diadema, SP, Brasil), acetato de etila da Quimex (Sdo
Paulo, SP, Brasil), e hidroxido de sédio da Qhemis
(Indaiatuba, SP, Brasil).

Método

O método empregado para a determinagdo de
ciclamato de sédio nos refrigerantes de baixa caloria foi
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de acordo com o descrito por Sjoberg e Alanko'?, com
algumas modificagdes, sendo suas etapas descritas a
seguir. As determinagdes foram realizadas em triplicata.

Extracao

Previamente a extracdo os refrigerantes foram
mantidos a temperatura ambiente e desgaseificados
em banho de ultrassom durante 30 minutos. Com
base na quantidade de ciclamato de sddio declarada na
rotulagem, aliquotas de 5 a 25 mL de refrigerante foram
pipetadas para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com agua destilada. A solugao foi transferida
para o 1° funil de separagao, no qual foram adicionados 5
mL de acido sulftrico concentrado, seguido de agitagdo
manual por 2 minutos e, apds resfriamento do sistema,
foram adicionados 50 mL de acetato de etila. O sistema
foi novamente agitado por 2 minutos e a fase organica foi
separada da fase aquosa.

Uma aliquota de 40 mL da fase organica foi
transferida para o 2° funil de separacéo, no qual foi realizada
a extracdo com trés por¢oes de 15 mL de agua destilada,
cada. As fases aquosas foram recolhidas e combinadas num
3° funil de separagdo, em que foram adicionados 1 mL de
hidréxido de sédio 10M e 5 mL de ciclohexano, seguindo-se
de agitagdo por 2 minutos e posterior separagdo da fase
aquosa, que foi transferida para o 4° funil de separacio,
para o procedimento de derivatizagio.

Derivatizacao

Uma vez que a molécula do edulcorante absorve
fracamente na regido do UV/Visivel, foi necessdrio
proceder a reacdo de derivatizagdo do ciclamato de
sodio a N,N-diclorociclohexilamina. Ao 4° funil de
separacdo contendo a fase aquosa foram adicionados
3 mL da solu¢ao de acido sulfarico: agua (3:7), 5
mL de ciclohexano e 5 mL de hiploclorito de sédio,
seguindo-se de agitacdo por 2 minutos e separagao das
fases. A fase aquosa foi escoada e a fase organica agitada
por 2 minutos com 25 mL de hidréxido de sédio 0,5M.
Em seguida, a fase aquosa foi novamente escoada e a
organica lavada com uma por¢ao de 25 mL de agua
destilada. Apds nova separagdo, a fase organica foi
recolhida em baldo volumétrico e o volume completado
com ciclohexano. A fase aquosa foi descartada.

Quantifica¢ao

Apos derivatizagdo, a absorbancia da fase organica
foi lida em espectrofotdmetro UV/Visivel (Beckman
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DU* 640, Fullerton, CA, USA) no comprimento de onda
de 314 nm, utilizando o ciclohexano como branco. A
quantificagdo foi realizada usando a curva de calibracao
obtida com solugdo-padrio de ciclamato de sddio
(0,06 - 0,25 mg.mL").

Recuperaciao

Os ensaios de recuperagio do método foram
realizados nos refrigerantes de baixa caloria dos tipos
cola e guarand, em trés niveis de fortificagao (0,06, 0,10 e
0,20 mg.mL™"). A recuperagdo foi calculada como a razao
percentual entre o teor de ciclamato de sodio obtido
e o teor adicionado. Os teores de ciclamato de sddio
determinados nos refrigerantes nao foram corrigidos em
fun¢ao da porcentagem de recuperagdo do método.

Analise estatistica

Os teores de ciclamato de sodio foram expressos
como média *+ desvio-padrdo. O software Origin 7.0
(2000) foi utilizado para a obten¢io da curva de calibracéo,
determinacao da equagdo da reta de regressao linear e do
coeficientede correlagiolinear. Osteores médios de ciclamato
de sddio foram analisados estatisticamente, usando analise
de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, considerando-se um nivel de significancia de
5%, empregando o software BioEstat 4.0 (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o proposito de reduzir o custo e a geragao
de residuos organicos, algumas modificagdes foram
realizadas em rela¢ao ao método descrito por Sjoberg
e Alanko. Os volumes dos reagentes utilizados na
extracdo e na reacdo de derivatizagdo foram reduzidos
em cerca de 50%. Apesar de o método empregado ter
apresentado porcentagem média de recuperagdo acima
de 90% para a substancia de interesse, o grande numero
de etapas requer longo tempo para execugdo, o que o
torna de dificil aplicabilidade quando se trata de grande
numero de amostras.

A equagdo da reta de regressao linear da curva de
calibra¢ao empregada para a quantificagao do ciclamato
de sédio nos refrigerantes de baixa caloria foiy =- 0,01588
+ 3,30201x, onde y = absorbancia e x = concentragao
de ciclamato de so6dio (mg.mL"), com coeficiente de
correlagdo linear (r) de 0,99956.

Os teores médios de ciclamato de sodio
nos refrigerantes variaram de 27,1 + 1,1 a 127,3 +



Petrarca  MH, Bonificio MTES, Monteiro M. Ciclamato de sédio em refrigerantes de baixa caloria. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2011; 70(1):86-91.

1,5 mg.100 mL™". O refrigerante do tipo cola A foi o que
apresentou o menor teor do edulcorante, enquanto os
refrigerantes dos tipos cola B, uva B e limao B foram
os de maior teor de ciclamato de sédio. Nao houve
diferenca significativa (p<0,05) no teor de ciclamato de
sodio dos refrigerantes de baixa caloria provenientes
de diferentes datas de fabricagdo, em todos os tipos de
refrigerantes analisados (Tabela 1).

Verificou-se acentuada variac¢io no teor do
ciclamato de sédio dos refrigerantes de baixa caloria
do mesmo tipo entre as diferentes marcas analisadas.
Essa varia¢ao pode ter ocorrido em fun¢ao dos varios
edulcorantes permitidos pela legislacao brasileira. Assim,
o ciclamato de s6dio pode ser utilizado em diferentes
concentragdes e combinacdes com outros edulcorantes,
como acessulfame de potdssio, aspartame e sacarina, em
um mesmo produto. Isso pode ser observado com os
refrigerantes de baixa caloria do tipo cola, por exemplo.
Os da marca A, além do ciclamato de sodio (27,1
mg.100 mL"), declaravam também em sua rotulagem
os edulcorantes acessulfame de potdssio e aspartame,
enquanto os da marca B declaravam apenas o edulcorante
ciclamato de sddio (82,8 mg.100 mL™") e sacarina sddica.

Ao comparar os teores de ciclamato de sddio
obtidos com os teores informados na rotulagem dos
refrigerantes, verifica-se que todos continham teores do

edulcorante entre 12,9% (cola A) e 19,0% (liméo B) acima
do declarado na rotulagem.

Apesar de o ciclamato de sodio ser ainda alvo
de muitas discussdes quanto a sua seguranca de uso
em alimentos e bebidas, sdo escassos os relatos sobre
os niveis desse edulcorante em bebidas. Camargo e
Toledo" reportaram teores de ciclamato de sédio em
refrigerantes variando de 36,1 a 101,1 mg.100 mL". O
refrigerante do tipo limao também foi o que apresentou o
maior teor do edulcorante. O refrigerante do tipo laranja
apresentou teor de ciclamato de sédio, 73,5 mg.100 mL",
concordante aquele do presente estudo, de 69,9 mg.100
mL™. No refrigerante do tipo guarana foi reportado um
teor médio do edulcorante de 36,1 mg.100 mL", préximo
ao valor verificado neste estudo de 35,4 mg.100 mL™' para
o guarand A.

Asporcentagens de recuperagao para os diferentes
niveis de fortificagao (0,06, 0,10 e 0,20 mg.mL") variaram
de 90,3 a 115,0%, com médias de 92,5% e 110,3% para os
refrigerantes de baixa caloria dos tipos cola e guarana,
respectivamente (Tabela 2). Os resultados estdo de
acordo com o descrito por Camargo e Toledo”, cuja
recuperagao foi de 92%. O desvio-padrao relativo obtido
na recuperacao foi de 3,7%, proximo ao determinado por
Camargo e Toledo" de 4,1%, e dentro dos limites aceitos
segundo Horwitz'.

Tabela 1. Teores médios de ciclamato de sédio (mg.100 mL-1) em refrigerantes de baixa caloria

Ciclamato de Sédio (mg.100 mL?)

Tipos de
d:ellei)g(:lrcaill:)ersia 1* Valor médio* (nﬁg(?%lgﬁleg])z

Cola A 27,9 £0,1* 26,3 +0,1* 27,1+ 1,1 24,0
Cola B 82,6 £0,7° 82,9 £ 0,5° 82,8 £0,2 72,8
Guarana A 359 +0,1° 34,9 £0,2° 354 +0,7 31,0
Guarana B 74,7 £0,2° 73,2 £0,2° 73,9+ 1,1 69,7
Laranja 70,0 £ 0,3° 69,9 + 0,5* 69,9+ 0,1 62,0
Limao A 77,8 £ 0,4 77,6 £ 0,6* 77,7 £ 0,1 64,0
Limao B 128,3 £0,5* 126,2 £ 0,3* 127,3+£ 1,5 107,0
Uva A 79,5 £ 0,5° 77,2 £ 0,6° 784+ 1,6 64,0
UvaB 84,2 + 0,3° 83,1 £ 0,5* 83,7+ 0,8 72,8

* Diferentes datas de fabricagdo. Média + desvio-padrao (n=3)
! Média + desvio-padrao das duas datas de fabricagdo (1 e 2)
2 Nivel de ciclamato de sddio informado na rotulagem do produto

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

89



Petrarca MH, Bonificio MTES, Monteiro M. Ciclamato de sédio em refrigerantes de baixa caloria. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2011; 70(1):86-91.

Tabela 2. Porcentagens de recuperagao de ciclamato de sédio em refrigerantes de baixa caloria

3 0/)1
Refrigerantes de Recuperagio (%)

DPR (%) Recuperagao (%)*
baixa caloria 0,06 mg.mL" 0,10 mg.mL" 0,20 mg.mL"
Cola 90,3 90,8 96,4 3,7 92,5
Guarana 108,0 115,0 108,0 3,7 110,3

! Média para cada nivel de fortificagdo (n = 3)
2 Média dos 3 niveis de fortificagio (n =9)
DPR: Desvio-padrao relativo

Com relagao ao limite maximo de ciclamato de
sodio em bebidas, estabelecido pela legislagdo brasileira,
apenas quatro amostras (dos tipos cola A e guarana A)
apresentaram teor médio de acordo com a legislagdo
vigente. Todas as demais apresentaram teores médios
do edulcorante acima do limite maximo permitido de
40 mg.100 mL" °, com porcentagens variando de 74,8%
(laranja) a 218,3% (limdo B) acima do limite permitido.
No entanto, as industrias nacionais ttém um prazo de trés
anos para adequarem seus produtos, a partir da data de
publicagdo (25 de marco de 2008) do regulamento técnico
que estabelece os limites maximos de edulcorantes em
alimentos e bebidas®.

ConsiderandoalDA de11mg.kg'depesocorpoéreo,
um individuo adulto de 60 kg poderia estar ingerindo 660
mg de ciclamato de sédio diariamente durante toda a sua
vida sem apresentar riscos apreciaveis a sua saude'’. Isso
significa que seriam necessarias aproximadamente 7 latas
(350 mL em cada) do refrigerante de baixa caloria do tipo
cola A para atingir a IDA recomendada, desde que apenas
o refrigerante de baixa caloria fosse a fonte de ciclamato
de sédio na dieta desse individuo. Paralelamente, apenas
2 latas do refrigerante de baixa caloria do tipo limao B ja
ultrapassariam a IDA para este edulcorante, ou seja, uma
quantidade que pode normalmente ser ingerida por um
individuo adulto em um s6 dia. No caso de uma crianga de
30 kg, apenas 1 lata do refrigerante de baixa caloria do tipo
limao B ja excederia o limite diario.

O Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor
(IDEC) divulgou, em 21 de junho de 2006, que 25 bebidas
dietéticas estariam desrespeitando o Codigo de Defesa do
Consumidor por nao conterem narotulagem informagoes
sobre o limite do consumo didrio de refrigerantes de
baixa caloria, uma vez que a IDA do edulcorante presente
nessas bebidas poderia ser ultrapassada com o consumo
desses refrigerantes’.
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Dados da Associacio Brasileira das Industrias de
Refrigerantes e de Bebidas Nao Alcodlicas (ABIR) indicam
que o mercado brasileiro de refrigerantes de baixa caloria
estd em expansdo. Em 2002 foram consumidos 734,15
milhées de litros de refrigerantes de baixa caloria, com
um salto para 1.419,26 milhoes de litros em 20097 o que
torna imprescindivel esclarecer o consumidor sobre o
limite do consumo didrio de refrigerantes de baixa caloria
e 0s possiveis riscos a saude quando a IDA recomendada
do edulcorante for excedida.

CONCLUSAO

Apenas quatro das dezoito amostras de
refrigerantes avaliadas apresentaram teor médio de
ciclamato de sédio dentro do limite maximo estabelecido
pela legislagdo brasileira. Os teores de ciclamato de sddio
indicaram que a IDA do edulcorante pode ser facilmente
excedida com o consumo de alguns tipos de refrigerantes
de baixa caloria, o que sugere que os rotulos devam
conter informagdes sobre o consumo diario maximo de
refrigerantes de baixa caloria.
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Avaliacao da composi¢ao quimica de 6leos extraidos de sementes de
aboboras (Cucurbita spp.)

Veronezi CM. Evaluation of Chemical Composition of Pumpkin Seed Oil (Cucurbita spp.) - 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 Séo José do Rio Preto - UNESP].

Orientadora: Neuza Jorge.

Cresce a busca por alimentos mais saudaveis, principalmente de origem vegetal, que sdo constituidos por
substincias benéficas ao organismo. Essas substincias, denominadas de compostos bioativos, ajudam na redugéo
do risco de doengas cronico-degenerativas e outras. Dentre esses alimentos, encontram-se os frutos. Porém, ainda
sdo escassas as informagdes sobre a composi¢ao nutricional de certos frutos, principalmente no que se refere ao
valor nutricional dos residuos gerados em seu processamento. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a composicao centesimal de sementes de frutos da familia Cucurbitaceae cultivadas no Brasil e caracterizar os seus
6leos a fim de identificar compostos bioativos para a possivel aplicacdo em alimentos. As sementes de aboboras das
variedades Nova-caravela, Mini-paulista, Menina-brasileira (Cucurbita moschata) e Moranga-de-mesa (Cucurbita
maxima) foram caracterizadas quanto a umidade, lipidios, proteinas, cinzas e carboidratos totais, e os 6leos dessas
sementes quanto as propriedades fisico-quimicas, além do perfil de acidos graxos, teores de tocoferodis, carotenoides
e compostos fenolicos totais. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as diferencas entre as médias
foram testadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, por meio do programa ESTAT, versdo 2.0. Verificou-se
que todas as sementes possuem composicdo centesimal semelhante, apresentando teores relativamente elevados de
lipidios (33-42%) e proteinas (29-34%). Com relagao as propriedades fisico-quimicas, todos os éleos apresentaram
valores dentro das faixas caracteristicas dos dleos vegetais comestiveis. Os principais acidos graxos encontrados
foram o linoleico (40-47%) e oleico (28-30%), que perfizeram um total de 70 a 78%, sendo o 6leo das sementes das
aboboras da variedade Moranga-de-mesa o mais insaturado. Quanto aos tocoferdis totais se destacou a variedade
Menina-brasileira (386,43 mg/kg). Porém, quanto aos carotenoides e compostos fendlicos totais, sobressaiu-se a
variedade Mini-paulista com 26,8 pug/g e 3,62 mg EAG/g, respectivamente.

Palavras-chave. Cucurbita moschata, Cucurbita maxima, aproveitamento de residuos, compostos bioativos.

Dissertacao disponivel na Biblioteca do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Séo José do Rio Preto
E-mail: carolinaveronezi@yahoo.com.br
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Dinamica de circulacao de Leishmania spp. no ambiente enzodtico de duas
regides do Estado de Sao Paulo, Brasil

Taniguchi HH. Dynamics of circulation of Leishmania spp. in the enzootic forested environment in two regions of the
State of Sdo Paulo, Brazil. Sio Paulo, SP. 2011. [Tese de Doutorado — Area de Concentragdo: Epidemiologia. Faculdade de
Saude Ptblica da Universidade de Sao Paulo — USP]. Orientadora: Dr?. Eunice Aparecida Bianchi Galati.

Com o objetivo de investigar a ecoepidemiologia de Leishmania spp. com relagao a animais silvestres e aos
flebotomineos vetores, desenvolveram-se estudos em duas areas no Estado de Sdo Paulo (Ilhabela e Itupeva) no
periodo de outubro de 2000 a setembro de 2009.

Foram capturados 2.714 animais, dos quais 21,22% tiveram uma unica captura, enquanto 78,78% foram
recapturados até 35 vezes. Exemplares de Philander opossum permaneceram até 79 meses no mesmo local em Ilhabela.
A recaptura sistematica e o longo tempo de permanéncia nos mesmos locais de alguns espécimes indicam a existéncia
de territérios bem definidos, principalmente para Philander opossum e Proechimys iheringi.

A leishmaniose tegumentar americana no municipio de Itupeva ocorre em dreas de antiga colonizagéo.
Caracteriza-se por apresentar casos humanos e caninos em dareas com intensa agdo antrdpica proximas a mata e
com evidéncias de participa¢ao de Nyssomyia neivai e Nyssomyia whitmani nos ambientes peri e intradomiciliar. Em
interior de mata verificou-se que Ny. neivai, Ny. whitmani e Evandromyia edwardsi sdo as espécies predominantes.
Naéo se observou infec¢ao natural por Leishmania sp. em qualquer dos exemplares de flebotomineos examinados.
Em rela¢do aos possiveis reservatorios silvestres, identificou-se: Leishmania (V.) braziliensis infectando Didelphis
albiventris, Nectomys squamipes e Lutreolina crassicaudata e Leishmania sp. em Akodon sp. e D. albiventris. No bairro
Monte Serrat, foi isolado Leishmania sp. de um Didelphis albiventris capturado no peridomicilio, podendo este
marsupial atuar como elo entre o ciclo silvestre e 0 doméstico.

A presencga de L.(L.) infantun chagasi em ciclo silvestre (Akodon sp. e D. albiventris) em regido sem leishmaniose
visceral (humana ou canina) em Itupeva e a presenga do vetor Lutzomyia longipalpis merecem destaque e cuidado
redobrado das autoridades de vigilancia e controle das leishmanioses, em particular da forma visceral que grassa em
todo o territdrio paulista, inclusive em locais com auséncia dessa espécie de flebotomineo.

Em Ilhabela, em uma fazenda proxima a area de prote¢do ambiental, verificou-se a presen¢a concomitante de
L. (V) braziliensis e L.(L) amazonensis em exemplares de Proechimys iheringi; também foram encontrados exemplares
de P, iheringi e P. opossum infectados por Leishmania sp. capturados em ambiente florestal. Os flebotomineos mais
abundantes foram Ny. intermedia e Migonemyia migonei, tanto em galinheiros no peridomicilio quanto em interior
de mata, e houve a presenca menos expressiva de Ev. edwardsi nos dois ambientes. Casos humanos de LTA ocorreram
em dreas muito préximas as matas, demonstrando estreita relacdo com ciclos enzoo6ticos.

Palavras-chave. ecoepidemiologia das leishmanioses, Estado de Sdo Paulo, reservatdrios silvestres e domésticos,

flebotomineos, dindmica de circulagdo, coorte de animais silvestres.

Tese disponivel na Biblioteca da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo e
na Biblioteca Digital de Teses e Dissertacoes da USP. Site www.teses.usp.br
E-mail: hhtaniguchi@uol.com.br
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INSTRUGCOES AOS AUTORES

A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL), iniciada em 1941, é uma publicagdo trimestral com a missdo de divulgar resultados de investigagdes cientificas relacio-
nadas as agdes de promogdo a saude, prevengéo e controle de agravos e doengas de interesse em satide publica, além de incentivar a produgio de artigos cientificos

nas dreas de vigilancia epidemioldgica e sanitaria e de proporcionar a atualizacdo e aprimoramento de profissionais da drea em 4mbito nacional e internacional.

A RIAL é inter e multidisciplinar, arbitrada, aberta a contribuigdes de autores nacionais e estrangeiros. Publica prioritariamente pesquisas originais com contri-

bui¢des relevantes na area laboratorial em satde publica, realizadas com rigor cientifico e que possam ser replicadas e generalizadas.

PoLriTicA EDITORIAL

Editada nos formatos impresso e eletronico, a RIAL tem interesse por trabalhos originais em todas as dreas laboratoriais em satde pubica. Sdo também publicadas
outras contribui¢des inéditas, desde que sobre temas atuais e importantes — revisdes de literatura, comunicacdes breves e notas cientificas — além de resumos de
teses e dissertacoes.

Os manuscritos devem destinar-se exclusivamente a RIAL, ndo sendo permitida sua apresentagdo simultinea a outro periddico. As contribuigées podem ser
apresentadas em portugués ou inglés.

Os manuscritos submetidos sdo analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padrdes da RIAL e as normas para o envio dos originais.
Aqueles manuscritos selecionados sdo encaminhados para avaliagdo por pares externos de drea pertinente, sempre de institui¢oes distintas aquela da origem
do manuscrito, sendo garantido o anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliagdo. Ap6s receber os pareceres, o Corpo Editorial, que
detém a decisdo final sobre a publica¢do ou ndo do texto, avalia a aceitagdo do texto sem modificagdes, a recusa ou a devolugdo ao autor com as sugestdes
apontadas pelos relatores.

Os manuscritos submetidos devem atender a politica editorial da RIAL e as Instrugdes aos Autores, que seguem os Uniform Requirements for Manuscripts Submit-
ted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication (http://www.icmje.org).

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados. Os autores devem explicitar em METODOS que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrdes exigidos
pela Declaragio de Helsink e aprovada por comissdo de ética (CEP) reconhecida pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - vinculada ao
Conselho Nacional de Satde (CNS) — bem como registro dos estudos de ensaios clinicos em base de dados, conforme recomendacio aos editores da Lilacs
e Scielo, disponivel em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/lilacs/homepage.htm. O nome da base de dados, sigla e¢/ou niimero do ensaio clinico, assim como
o niimero do processo e 0 nome da comissao de ética que aprovou o projeto, deverdo ser colocados ao final do RESUMO. Nos casos de ensaios envolvendo
animais, estes deverdo atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais, a Lei Federal 6638/76 e a Lei 11.794/08, que normatiza a utilizagdo de animais
em pesquisa cientifica. Os autores deverdo ter em seu poder todos os documentos referentes a este procedimento, que poderao ser solicitados em qualquer
momento pelos editores.

Os autores serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial e/ou associativo, relacionados ao material de trabalho ou ou-
tros que possam influencid-los, apresentando uma declaragio sobre a existéncia ou nio de tais conflitos. Os relatores também devem revelar aos editores qualquer
conflito que possa influir ou impedir as suas avaliagdes.

Os manuscritos publicados sao de propriedade da RIAL. A transferéncia de direitos autorais serd solicitada apds a aprovagao do manuscrito para publicagéo.

INFORMAGOES GERAIS

Os manuscritos submetidos a publicagdo na RIAL devem ser apresentados de acordo com as Instrugdes aos Autores.

Sao aceitos manuscritos nos idiomas: portugués e inglés.

O manuscrito deve ser encaminhado em formato eletronico (e-mail) ou impresso, aos cuidados do editor-chefe da RIAL, no seguinte enderego:
Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL)

Nicleo de Acervo

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Cerqueira César - Sdo Paulo - SP - Brasil - CEP: 01246-902

Ou por meio eletronico em rial@saude.sp.gov.br

Pormenores sobre os itens exigidos para apresentagdo do manuscrito estao descritos a seguir.
1. CATEGORIA DE ARTIGOS

1.1 ARTIGOS ORIGINAIS: Incluem estudos relacionados a prevengao e controle de agravos e a promogao a saide. Devem ser baseados em novos dados ou pers-
pectivas relevantes para satide publica. Cada artigo deve conter objetivos e hipéteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussdo e conclusoes.

INFORMAGOES COMPLEMENTARES:
= Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.
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= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras nido devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. 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, com a indicagio de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

A estrutura dos artigos originais de pesquisa é a convencional: Introdu¢do, Material e Métodos, Resultados, Discussao e Conclusdo, embora outros formatos

possam ser aceitos, mas respeitando a légica da estrutura de artigos cientificos.

1.2 ArTIGOS DE REVISA0: Dedicados a apresentagio e a discussao de temas de interesse cientifico e de relevancia para a saude publica. Devem apresentar for-
mulagéo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagao logica, critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser
elaborados por pesquisadores com experiéncia no campo em questio ou por especialistas de reconhecido saber.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliograficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sao de numero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

1.3 CoMUNICAGOES BREVES: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos significativos no campo da pesquisa de interesse em satde publica

e que ndo comportam uma andlise mais abrangente.

Informagdes complementares:

= Devem ter até 10 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 bibliograficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sao de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagao. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatdrios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 NoTas CIENTIFICAS: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos relevantes de uma pesquisa experimental que justifique a publicagdo de

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 CAso0: 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. APRESENTAGCAO 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.

Afiliagao: 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 niimero 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 légica, iniciando-se com a descrigao 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.

98




INSTRUGOES AOS AUTORES

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. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=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, gréaficos 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 informagao 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 graficas 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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