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RESUMO

A adulteragdo de produtos lacteos pode ocorrer de diferentes formas. A diversidade de produtos e os seus
valores agregados estimulam a fraude, que lesam os consumidores em relagao as caracteristicas sensoriais,
nutricionais e pre¢o. Diversos métodos podem ser utilizados para identificar as fraudes, pela avalia¢do dos
distintos componentes do leite. O objetivo da presente revisdo é de apresentar e discutir os métodos de
referéncia utilizados na andlise de adulteragao de queijos baseados na avaliagdo de diferentes proteinas do
leite e de suas respectivas espécies de animais dos quais originam o leite.

Palavras-chave. vigilancia sanitaria de produtos, controle e fiscaliza¢do de alimentos e bebidas, alimento,
laticinios, queijo.

ABSTRACT

Dairy products adulteration may be done by different ways. The diversity of products and their
compound values favor to be deceived, and consequently cheat the consumers as for their sensory and
nutritional characteristics and price. Several methodologies can be used for identifying adulterants in
cheeses based on varied milk components. This review aimed to comment upon and discuss the refer-
ence methodologies employed for analyzing adulterated cheese based on the different milk proteins and
the respective animal species from which the milk was originated.

Key words. sanitary surveillance of products, control and surveillance of foods and drinks, food, dairy
products, cheese.

INTRODUCAO

Estudos tém demonstrado que produtos lacteos durante décadas vém sofrendo adultera¢des de diferentes
formas: adi¢ao de dgua, soro, retirada de componentes, mistura de leite de diferentes espécies, adicao de espessantes
e etc. O mercado oferece uma infinidade de produtos atendendo aos interesses especificos de cada consumidor, com
precos variados. Esses consumidores buscam qualidade e produtos mais sauddveis e prezam pela confianga de que estao
levando o que é especificado no rétulo. Nas embalagens, a origem dos ingredientes utilizados para a fabricagdo deve
ser relatada, pois a adi¢ao nao mencionada de ingredientes fere o direito do consumidor e a legislagao vigente.

Sao considerados matérias-primas ou produtos fraudados aqueles que apresentem “modificagdes espontaneas
ou propositais de natureza fisica, quimica ou bioldgica que alterem caracteristicas sensoriais, ou sua composi¢cao
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intrinseca, comprometendo seu valor nutritivo. Assim, o
produto pode ser considerado adulterado quanto tenha
sido empregada substancia de qualquer qualidade, tipo ou
espécie diferente das expressas na formulagdo original™'.

O Cédigo Penal Brasileiro especifica a defini¢ao
de adulteracao no capitulo IIT “Dos crimes contra a satide
publica’, no artigo 272, “Corromper, adulterar, falsificar ou
alterar substancias de produtos alimenticios destinados ao
consumo, tornando-o nocivo a saude ou reduzindo-lhe
o valor nutritivo”, com pena de reclusdo, de 4 a 8 anos e
multa’.

O Ministério da Agricultura (MAPA), Agéncia de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e o Cédigo de Defesa do
Consumidor respaldam o consumidor na hora de exigir
as caracteristicas dos produtos oferecidos no comércio do
pais. A RDC (Resolugao da Diretoria Colegiada) n° 259,
de 20 de setembro de 2002%, o Decreto-lei n° 986, de 21
de outubro de 1969*, e Portaria n°157, de 19 de agosto de
2002%, discriminam os componentes presentes nos rotulos
das embalagens de produtos de origem animal e lacteos.
A rotulagem deve estar de acordo com a elaboragao do
produto, sua origem, peso, marca, denominagdo de venda,
sendo obrigatdrios a lista de ingredientes, a validade e
o lote. Dessa forma a lei n° 8078, de 11 de setembro de
1990¢, que se refere ao c6digo de defesa do consumidor,
ampara o consumidor de possiveis alteragoes provocadas
pelo produtor na rotulagem, levando a interpretagdes
duvidosas quanto aos componentes originais, sendo
um direito basico do consumidor, a informagao clara,
adequada, com especificagdes corretas da quantidade

e qualidade do produto, além da protecao contra a
publicidade enganosa no produto final.

Os produtos lacteos de caprinos, ovinos e buba-
linos, além de representarem iguarias especiais, em
relagdo as caracteristicas sensoriais, como aroma e sabor,
apresentam relacdo com razoes nutricionais, economicas
e religiosas’.

As flutuagoes na disponibilidade do leite de outras
espécies e o preco mais elevado em comparagao ao bovino
incentivam os produtores a fraudarem produtos como
queijos®.

Para detectar as possiveis fraudes, métodos de
referéncia podem ser utilizados se baseando na andlise
das diferentes proteinas do leite, caseinas e proteinas
do soro. Sao mencionados na literatura métodos de
eletroforese, imunologia, cromatografia e espectroscopia
de infravermelho, que muitas vezes, além de identificarem
a diferenca entre os produtos, quantificam a mistura de
forma confidvel e sensivel.

A caseina, principal proteina do leite, pode
ser separada em quatro grupos: caseinas o, f3, k e v,
apresentando diferengas simples na sua cadeia base de
acidos nucléicos’, segundo a espécie de origem, como
pode ser exemplificado na Figura 1.

Esta revisdo teve como objetivo abordar os
métodos para identificacdo de adulteracao por adigao
de leite de diferentes espécies em queijos, baseados
nas diferencas das caseinas entre as espécies, como
representado na Tabela 1, visando garantir a qualidade e
seguranca dos produtos adquiridos pelos consumidores.

ov/ r‘L BO-BU

Ch CAGTTAGGTCACCTGCCCAA&CTCTTCAATGGCAAGTTTTGCCAA TﬁCTGTGCCTGCCh 60

oV C&GTTAGGTCACCTGCCCAAhCTCTTC&RTGGCAEGTTTTGCCAR&TG TGTGCCTGCCA 60

BO CAGTTAGGTCACCTGCCCAAK&TCTTCAETGGCALGTTTTGTCAAA AETGTGCCTGCCA G0

BU CAGTTAGGTCACCTGCCC&3&TTCTTCAATGGCAAGTTTTGCC&AA mﬁTGTGCCTGCCR &l
RTHARAERRREFARRKAKTNS AERARRTRTTAATTNRTTE AR A AR RARRARRTE

BU/CA-OV-BO

Ch LGTCCTGCCAAGLCCAGCCAACTACCCTGGE!CGTCRCCCACECCCACRTTTRTCRTTTR 1Z0

OV AGTCCTGCCAAGACCAGCCALCTGCCATAGE ACGTCACCCACACCCACATTTATCATTTA 120

BO AGTCCTGCCARAGCCCAGCCAACCACCATGGLACGTCACCCACACCCACATTTATCATTTA 120

BU AGTCCTGCCARAGCCCAGCCAACTACCATGACACGTCACCCACACCCACATTTATCATTTA 120
AHTEAFNFERATERN FEFAFERAAAS & ‘ﬂ".ﬂ'\'.lﬁ"ﬂ".ﬁ'tﬁ'ﬂ"l‘t?ft‘i‘?(#t‘ﬂ."k#t‘ﬂ."k?{tt‘ﬂ‘ﬁtt‘ﬂ"ﬁt

CA-E\"K‘E?—EU

Ch TﬂGCCﬂTTCCﬁCCAH&GRRﬁGR CAGGATAAAACAGAAATCCCT| 164

OV TGGCCATTCCACCAAAGAAAGHETCAGGATAAAACAGAAATCCCT| 164

BO TGGCCATTCCACCAAAGAAAMMTCAGUGATAAAACAGARATCCCT| 164

BU TGGCC&TTCCACCARLGAR%HA BGGATAALACLGARATCCCT| 164

Figura 1. Diferengas na seqiiéncia multiplex da k caseina no leite segundo a espécie de origem.
Fonte: REALE et al, 2008"
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Tabela 1. Métodos aplicados a andlise de adulteracao por técnicas protéicas

Métodos de identificacao

Gel de Poliacrilamida com sodio
dodecil sulfato (SDS - PAGE)
Gel de Poliacrilamida com Uréia
(Uréia - PAGE)

Bidimensional (2D-PAGE)
Focagem isoelétrica (IEF)

Eletroforéticos

Proteina analisada Referéncia
B - caseina 47, 45,32
o, — caseina

ol
o, — caseina

2
y - caseina

Para- k — caseina

Imunoenzimatico Elisa Anticorpos B - caseina 10,12, 17,18, 48
ELISA (Enzyme-Linked ~ Indireto Monoclonais y - caseina
Immunosorbent Assay)  Elisa Anticorpos Policlonais  , _ 5ceing
Sanduiche o2
Kk — casefina
I9G
Reacdo em Cadeia da Multiplex DNA mitocondrial 24,28, 19, 26, 23, 21, 22,
Polimerase (PCR) Simplex 27,25
Duplex Célulfas_ Somaticas
SYBR Green Real —Time Leucocitos
(restricdo enzimatica) s L
i Epitéliomamario
SSCP ( Single- Stranded
Conformation Polymorphism) B - caseina
RFLP ( Restricion Fragment Length
Polymorphism)
Espectroscopia Near Infrared spectroscopy 44, 39, 40, 38
Infravermelho
HPLC IE-HPLC (fon Exchange HPLC) B - caseina 45, 47, 46
(High- RP-HPLC (Reverse —phase HPLC) o, — caseina
performance Liquid a,— caseina
Chromatography) y - caseina
k — caseina

METODOS IMUNOLOGICOS

Diversos métodos imunolégicos, para detec¢ao
de caseina bovina, podem ser encontrados na literatura'.
No inicio dos anos 70, o desenvolvimento de técnicas
imunoldgicas que utilizavam a enzima como marcador
tornou esses testes aplicaveis a alimentos®.

A técnica imunoldgica estd baseada na presenca de
antigenos e anticorpos em uma amostra, no caso, fragdes
especificas de proteinas do leite bovino. Como anticorpos,
sao utilizados os monoclonais, (células homogéneas
derivadas de uma célula produtora de anticorpos, onde
todos os anticorpos possuem a mesma especificidade
necessdria para um antigeno), ou policlonais (clones
de células tnicas propagadas em meio de cultura com
uma unica especificidade), altamente especificos, que
ao reagirem formam um complexo antigeno-anticorpo
precipitado'’. Segundo Hurley (2004)" o tipo de anticorpo

utilizado pode alterar a eficiéncia do ELISA: os anticorpos
policlonais podem ser menos especificos que os anticorpos
monoclonais. Segundo Benjamini (2002)", esse fato pode
ser devido a reagao cruzada de anticorpos policlonais,
onde essas células, tendo especificidade um pouco menor,
reagem com duas moléculas que apresentam o mesmo
antigeno, mas que sao diferentes em outros aspectos.

Embora haja outras técnicas para andlise de adul-
teracdo baseada na determinac¢ao de proteinas, o método
imunolégico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
assay ou Ensaio de Imunoabsorgao ligado a enzima)
mantém-se como alternativa vidvel devido a sua
simplicidade, baixo tempo de elaboragao, especificidade
e sensibilidade', além de ndo requerer equipamentos
especializados'. Para Richter (1997)', o ELISA indireto
apresenta sensibilidade de 1 — 10% em leite ou queijo, e
o ELISA sanduiche apresenta limite de detecgao de 0,5%
na mistura desses mesmos produtos.
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O teste ELISA estd caracterizado como imunoen-
saio de fase solida e aproveita a propriedade dos plasticos
de adsorver proteinas na superficie em forma de camada
unica, permitindo que a maioria do antigeno possa reagir
com anticorpos correspondentes, marcados com uma
enzima que podera ser detectada por colorimetria quando
adicionado substrato .

Existem duas variacdes para o teste ELISA,
segundo Asensio et al. (2008)'*: o ELISA indireto,
utilizando dois anticorpos, um especifico ao antigeno e
outro conjugado a enzima. Neste, o segundo anticorpo
dard a reacdo enzimdtica, que quando presente podera
ser observada e quantificada por diferentes técnicas.
Na segunda forma mais utilizada, o ELISA sanduiche, o
antigeno é colocado entre dois anticorpos, para detecgao
e captura do anticorpo e um dos anticorpos estard
conjugado com a enzima para que possa ser analisada a
formacao do complexo, por técnicas como cromatografia,
fluorescéncia e densitometria. Dessa forma, os testes
ELISA podem apresentar resultados de forma qualitativa
e quantitativa.

Os testes imunolégicos sao baseados, principal-
mente, na caseina como antigeno, devido a sua estabilidade
a tratamentos térmicos'>'¢, o que possibilita a utilizagdo
destes em andlises de produtos lacteos pasteurizados'?. As
principais fragoes da caseina analisadas sao as 3— caseina,

- caseina, o, — caseina, K - caseina e a imunoglobulina
[gG'>121718 O limite de detecgao desses marcadores pode
detectar até 0,1% de antigeno bovino em leite de outras
espécies'.

METODOS BASEADOS EM DNA

A técnica de PCR (Polymerase chain Reaction ou
Reagdo em cadeia da polimerase) baseia-se na analise de
DNA, amplificando fragmentos de DNA mitocondrial
de células somaticas, leucdcitos, células mamadrias e [ -
caseina®.

E possivel extrair DNA de produtos lcteos
processados utilizando primers (Oligonucleicos
especificos), codificando a sequéncia do gene desejado,
amplificando e identificando por eletroforese®.

Essa técnica possibilita que sequéncias de DNA
sejam multiplicadas em milhdes de copias, facilitando
sua andlise genética, aumentando a sensibilidade,
especificidade e analisando um grande nimero de
amostras simultaneamente. Esse processo se assemelha
ao processo de replicagao de células vivas™.
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Os primers padroes, para andlise da sequéncia
amplificada podem ser produzidos através de analise
do sangue dos animais alvos ou consultando bibliotecas
virtuais como GenBank Database, no site (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast)*"'*** e “HUSAR” (http://genome.
dkfz-heidelberg.de/menu/husar)®.

Essa técnica apresenta sensibilidade alta, de acordo
com Feligini et al (2005)*, no nivel de 0,5% de mistura de
espécies, podendo chegar a 0,1% de limite de detec¢ao?,
para Maskova & Paulickova (2006)” essa sensibilidade ndo
ultrapassa o limite de 1% de mistura. Sua alta sensibilidade
e especificidade na analise de adulteragdes compensam
o prego alto da técnica, sendo amplamente utilizada na
Europa.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas na
ampliagao desses fragmentos de DNA como: Multiplex-
PCR*#22b Simplex-PCR*, SSCP- PCR (Single-Stranded
Confromation Polymmorphis, analysis)****, Duplex-
PCR?*%? ) SYBR-Green Real-Time- PCR?*' e RFLP —PCR
(Restriction Fragment Length Polymorphism)***.

A identificacao dessas espécies utiliza a técnica de
eletroforese, mas comumente, com gel de agarose**?»2119-26:28
e em alguns casos gel de poliacrilamina®.

Técnicas como SSCP e RFLP-PCR, possibilitam
analisar sequéncia de DNA que podem sofrer polimorfismo
genético como no caso da B3 - caseina e k - caseina, que
apresentam formas distintas, a B - caseina A e B e k -
caseina K2 e KY, que apresentam corrida diferente na
analise por eletroforese. No leite de bufala esta variagao é
rara, porém abundante no leite bovino®-°.

METODOS ELETROFORETICOS

A eletroforese vem do grego “transporte por
eletricidade”, onde as proteinas migram submetidas a um
campo elétrico, as cargas positivas e negativas sao atraidas
para seus pélos contrdrios correspondentes e assim sendo
possivel sua separacgdo e identificacdo. Além de sua carga,
sua forma, tamanho e associagao com outros ions, podem
alterar sua mobilidade®.

Essa técnica apresenta alta sensibilidade, porém
com percentuais distintos conforme o tipo, segundo
Egito et al.(2006)*, o método Ureia-PAGE (Gel de
poliacrilamina contendo ureia) pode detectar em torno
de 2,5% de adigao de leite bovino em outras espécies e 1%
de leite misturado através do método de IEF (Isoelectric
Focusing ou Focalizagdao Isoelétrica). Dennis (1998)%,
utilizando EC (Eletroforese Capilar) relata limite de
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detec¢do de fraude ao redor de 2,5%, empregando o modo
de separac¢do Ureia-PAGE e Borkova & Snaselova (2005)",
através de IEF, relataram a possibilidade de detec¢ao de
0,5% e 1% de adigao de leite por fraude. Esta diferenca
de sensibilidade estd no tipo de separa¢ao das proteinas
nos diferentes meios, dessa forma o objetivo da separagdo
indicard o tipo de eletroforese selecionado.

O método de Ureia-PAGE separa por diferenca na
carga elétrica e o SDS- PAGE (Gel de Poliacrilamida com
s6dio dodecil sulfato) por tamanho da molécula, esses dois
tipos podem separar por grupos de proteinas e variagdes
genéticas’**. Na IEF, os diferentes pontos isoelétricos,
onde a carga dos compostos é nula, determinam a
individualidade das caseinas em gradiente de pH desejado.
Sendo este um método oficial para a Unido Europeia,
onde a EC 213/2001%, anexo XV, especifica a metodologia
para identificagdo de adulteragdo analisando - caseina,
podendo ser utilizada em produtos lacteos processados
e crus’.

Na eletroforese capilar, a separagdo é feita por
diferenga na carga das proteinas analisadas, técnica
também conhecida como Eletroforese Capilar em Zona
(CZE)***.Na eletroforese bidimensional, hd separa¢ao das
proteinas de idéntico massa molar, porém com diferentes
pontos isoelétricos, e vice-versa, pois soma a separagao
pelo método SDS-PAGE com a IEF*'.

METODOS ESPECTROSCOPICOS

Nos tltimos anos, uma nova técnica para
determinagao de proteinas se apresentou como alternativa
para andlise na industria de alimentos. A espectroscopia
de infravermelho pode ser utilizada para identifica¢do de
componentes do alimento, assim como sua quantificacao,
tendo a vantagem de ser um método rapido, podendo
chegar a 400 amostras/h, com custo moderado de
equipamentos, facilidade de preparacao da amostra,
podendo ser realizada muitas vezes no alimento integro®*.

Este método analisa varios parametros ao mesmo
tempo, podendo separar proteina,, caseina e proteina do
soro®, lipidios, lactose, cinzas, entre outros*!, além de
verificar vérios tipos de adulteragao, como no relato de
Sato et al (1990)* onde a mistura de gordura animal e
vegetal puderam ser analisadas em manteiga, Frankheizen
(1992)* analisou o tempo de maturagao de queijo Edam e
Gouda com até sete meses, jd que estes sao vendidos com
preco decorrente do seu tempo de maturagao. Gonzalez-
Martin et al. (2007)* analisaram o percentual de adi¢do

de leite de diferentes espécies ao longo de seis meses de
maturagao, sendo possivel detectd-los com seguranca, apds
este periodo, se mostrando uma alternativa no combate
a adulteragdo de queijos maturados em comparagao
com HPLC que analisa com limite de 4 a 8 semanas de
maturacao.

A técnica para andlise das matérias-primas de
diferentes espécies se baseia nos diferentes picos espectrais
apresentados pelas proteinas das distintas espécies apds
sofrerem isolamento, com alteragao de pH, dessa forma
uma andlise estrutural dos grupos funcionais presentes
em determinadas regides do espectro, a partir de seus
perfis caractaristicos, podem ser quantificados através de
curvas analiticas®.

METODOS CROMATOGRAFICOS

Técnicas de cromatografia liquida (HPLC) estao
entre as técnicas para separacao de proteinas, as mais
utilizadas sao RP-HPLC (Reverse- phase High Pressure
Liquid Chromatrography ou cromatografia de fase
reversa), onde as substincias sio separadas devido a
diferenca de hidrofobicidade, e IE-HPLC (Ion Exchange
HPLC ou Cromatografia de troca ionica), onde a
separacdo se baseia na diferenca de afinidade dos ions com
a coluna, ou outro componente, como pH, for¢a i6nica
da coluna, que podem variar dependendo das proteinas
analisadas*".

Borvoka & Snaselova (2005)'° em sua revisao
apresentaram as duas técnicas com finalidade de
identificar e quantificar a presenca de proteinas do soro,
- lactoglobulina e o- lactoglobulina, com deteccao da
origem do leite adicionado na quantidade minima de
2%, ou 1%7*°.

Mayer (2005)* utilizou a IE-HPLC para separar
proteinas do leite, como a o, - caseina e para-k-caseina,
em leites e queijos frescos. Haza ef al (2005)* relatou as
duas técnicas de HPLC para separacdo das proteinas e
posterior caracterizagdo por ELISA.

Desta forma podemos concluir, que as técnicas de
detec¢ao de adulteracao de queijos com leite de diferentes
espécies sio muito pertinentes e sensiveis, na funcao
de garantir a seguranca do consumidor em relacdo aos
produtos adquiridos no comércio varejista.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de avaliar as condi¢des higiénicas e sanitarias das amostras da agua utilizadas para o consumo e no
preparo da merenda escolar de alunos de escolas publicas localizadas na cidade de Caruaru, Pernambuco, Brasil, por meio de
procedimentos de deteccdo de presenga de Pseudomonas aeruginosa e da bactéria do grupo coliforme. Foram analisadas 36
amostras de dgua da torneira da cozinha coletadas de 36 escolas publicas localizadas no Municipio de Caruaru com freqiiéncia
superior a 100 pessoas, incluindo professores, funcionarios e alunos na faixa etaria de 0 a 5 anos. As amostras analisadas a
temperatura ambiente apresentaram pH no valor médio de 7,04+0,53. Pseudomonas aeruginosa foi detectada em 83,3% das
amostras e 69,4% apresentaram-se contaminadas por bactéria do grupo coliforme; 13,9% das amostras demonstraram auséncia
de ambas bactérias. Entre as amostras positivas para Pseudomonas aeruginosa, 20% apresentaram auséncia do grupo coliforme.
Verificou-se que 61,1% das amostras positivas para Pseudomonas aeruginosa estavam diretamente associadas a auséncia de
limpeza do reservatdrio de agua. Em fungéo desses achados, sugere-se efetuar a implantagdo de procedimentos de deteccéo de
Pseudomonas aeruginosa como metodologia de avaliagdo de potabilidade de gua, em vista da Portaria 518 de 25 de marco
de 2004 ndo reprovar a amostra de 4gua com a presenca desta espécie bacteriana.Tal medida é de extrema importancia néo so
pelo fato da Pseudomonas aeruginosa ser considerada como agente patogénico oportunista, mas também pela sua propriedade
de atuar com indicador de poluicéo da amostra por material organico nos reservatorios de agua, que pode ser potencial fonte
de infeccéo por agentes patogénicos.

Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa; escolas; agua potavel; abastecimento de agua.

ABSTRACT

This study analyzed the hygienic and sanitary conditions of the water samples used for drinking and for preparing scholar foods at
public schools located in Caruaru city, Pernambuco, Brazil, by searching the occurrence of Pseudomonas aeruginosa and coliform
group. Tap water samples were collected from the kitchens of 36 public schools located in Caruaru city, in which the people rates
including students, teachers and school staff were more than 100, and teaching children aged from 0 to 5 years. The analyzed
samples showed pH on average of 7.04 + 0.53 at room temperature. Pseudomonas aeruginosa was detected in 83.3% of samples
and coliforms were found in 69.4%; and 13.9% of water samples were negative for both bacteria. Among 20% of Pseudomonas
aeruginosa positive samples, no coliform was found; 61.1% of Pseudomonas aeruginosa positive samples were directly related
to the lack of adequate water reservoir cleansing. These findings showed that Pseudomonas aeruginosa investigation should be
performed as a standard sanitary indicator for assessing drinking water condition, as according to the decree 518 of March 25,
2004 the water sample contaminated with Pseudomonas aeruginosa has not been the reason for disapproving it. This procedure
is crucial because adding to the fact of Pseudomonas aeruginosa being an opportunistic pathogen, it is considered an indicator of
pollution with organic material in water stored in reservoirs, which could be potential source of pathogens proliferation.
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INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a dgua tem sido fator pri-
mordial para o desenvolvimento do homem, e sua fungao
¢ indiscutivel para a evolucao biolégica e cultural de
toda a espécie humana'. Devido a degradagao ambiental
ocasionada pela alta taxa de poluicdo, resultante do
desequilibrio ecoldgico do planeta causado pela agao
humana, é requerido uma administragao ambiental ativa
e um maior controle da qualidade desse recurso natural®.

Dados da Organizagao Mundial de Satde (OMS)
demonstram que as doencgas causadas por veiculagdo
hidrica, especialmente as gastrenterites, chegam a matar
milhoes de pessoas por ano. A falta de saneamento bésico
é responsavel pelo 6bito de mais de 15 milhoes de criangas
anualmente na faixa etdria de 0 a 5 anos’. As criangas sao
especialmente vulnerdveis e respondem diferentemente
dos adultos quando expostas a fatores ambientais, e
essa resposta pode diferir de acordo com os periodos de
desenvolvimento pelos quais estao passando, uma vez que
o sistema imune se encontra imaturo. Sabendo-se que o
ambiente escolar representa a segunda casa da crianga,
ocupando cerca de um ter¢o do seu dia, faz-se necessdrio
um acompanhamento e monitoramento da qualidade
da dgua nas escolas, visto que uma baixa disponibilidade
de 4dgua tratada estd ligada a altas taxas de mortalidade
infantil *.

Surtos veiculados por patégenos de origem
alimentar sdao comuns em ambientes escolares. Nos
Estados Unidos, entre 1973 e 1997 foram registrados
604 surtos, sendo a salmonela o principal patégeno
identificado®. J4 na China, um surto por Proteus mirabilis
em carne de porco cozida ocorreu em agosto de 2008 6. De
acordo com estudo realizado por Gould e colaboradores’
0s micro-organismos mais comuns em casos de surtos
de origem alimentar sao espécies de salmonela, cepas
enteropatogénicas de Escherichia coli e esporos de
Clostridium botulinum e Clostridium perfrigens os quais
sao eliminados pelas fezes de pacientes doentes.

A qualidade da dgua é frequentemente relacionada
a presenca de micro-organismos indicadores de contami-
nag¢ao como o grupo coliforme (contaminagao fecal) e a
Pseudomonas aeruginosa (presenga de matéria organica
biodegradavel)’. P. aeruginosa é classificada como um dos
micro-organismos mais versdteis e oportunistas, sendo a
bactéria mais encontrada em ambientes hospitalares aco-
metendo principalmente pacientes imunocomprometidos,
sendo a dgua de torneira um dos principais contribuintes

para a coloniza¢ao®'’. No Brasil, este micro-organismo é
considerado padrdo de potabilidade apenas para dguas
minerais'!, no entanto uma elevada quantidade de
Pseudomonas spp. também pode ser utilizada como uma
ferramenta de avaliagao no manejo higiénico na ordenha
de vacas leiteiras'?. A presenca de P. aeruginosa ja é por si
s6 um agravante no que diz respeito a qualidade da dgua
por ser um patégeno oportunista, podendo oferecer risco
a saide de individuos sadios e imunocomprometidos,
uma vez que possui poder de adaptacio e resisténcia a
antibidticos .

O Programa de Alimenta¢ao Escolar do Brasil
vem sendo desenvolvido desde 1954 tendo como objetivo
inicial atender aos estudantes do nordeste brasileiro por
meio da distribui¢ao de leite em po6, passando a uma
abrangéncia efetivamente nacional em 1955. A partir
de 1994 foi instituida a descentralizagdo dos recursos,
por meio de convénios firmados com os Estados,
Distrito Federal e Municipios, que passaram a comprar
e distribuir os alimentos da merenda''®. A problemadtica
fundamental dos programas de alimentagao escolar
consiste na dificuldade encontrada para formular com
clareza seus objetivos. Essencialmente assistenciais e
nutricionais, como nos paises pobres, o resultado de
matar ou evitar a fome do dia constitui-se como um
objetivo paliativo uma vez que a merenda escolar é a inica
ou a principal refeicio do dia para muitos estudantes
1920 Quanto mais grave as caréncias socioeconomicas,
maior o valor da merenda como atenuante das caréncias
alimentares *'.

Este estudo é parte integrante do Projeto Aguas
do Agreste, projeto extensionista sdcio-educacional
de promogdo da saude desenvolvido pela Associagdao
Caruaruense de Ensino Superior (ASCES) em escolas
de nivel fundamental do Agreste Pernambucano, que
tem como objetivos a andlise bacterioldgica da dgua, de
alimentos e a¢des ladicas de educagao, satide e higiene.
O estudo aqui apresentado teve por objetivo avaliar a
presenca de P. aeruginosa e do grupo coliforme, bem
como indicadores fisico-quimicos, em amostras da
agua utilizada para consumo e no preparo da merenda
escolar de alunos de escolas publicas localizadas na
cidade de Caruaru, Pernambuco, Brasil, o qual podera
ser empregado como uma ferramenta de avaliagdo no
municipio para redimensionar a merenda, deslocando-a
de programa paliativo para proposta de atencao a direitos
da crianga.
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MATERIAL E METODOS

Tipologia do Estudo, Coleta e Amostragem

O estudo proposto possui um desenho descritivo
do tipo transversal com uma abordagem quantitativa.

O universo dessa pesquisa foi composto por
escolas publicas municipais situadas em Caruaru-PE,
tendo como critérios de inclusao as escolas com ntimero
de usudrios (alunos, professores e funciondarios) superior
a 100 e que trabalhassem com alunos numa faixa etédria
entre 0 e 5 anos.

Foram analisadas todas as escolas que atendiam
aos critérios de elegibilidade descritos no paragrafo
anterior totalizando 36 amostras de dgua da torneira da
cozinha de 36 escolas publicas localizadas em Caruaru,
que correspondem a 29,75% das 121 escolas publicas
do municipio®. A coleta e andlise das amostras de dgua
utilizadas para o preparo da merenda escolar e consumo
foram realizadas no periodo de agosto de 2008 a mar¢o
de 2009. Foi recolhido aproximadamente 100ml de cada
amostra em frascos apropriados esterilizados, onde foi
anotado data, hora e local da coleta e transportadas ao
laboratério para andlise. As amostras foram submetidas
as analises microbioldgicas (pesquisa de P. aeruginosa e
coliformes totais) e fisico-quimicas (pH e temperatura),
sendo analisadas no Laboratério de Anélise de Agua
e Bromatologia localizado no Campus da Associacao
Caruaruense de Ensino Superior (ASCES) em Caruaru.

Os autores estabeleceram os contatos iniciais com
os diretores das escolas, entregando correspondéncia
oficial que explicava os objetivos do estudo e solicitava
autoriza¢do para as andlises. Para cada coleta era
preenchido um formulédrio padrao, onde eram anotados
dados relevantes, relativos as condi¢des locais e da
amostra, tais como: data, hora, temperatura, pH, sistema
de abastecimento, nome do coletor e local da coleta.
Na drea onde estava localizada a caixa d’agua, foram
coletados dados sobre a presenca de arvores de grande
porte proximas a cisterna, cujas raizes pudessem provocar
infiltragdo nas paredes; condi¢des de manutencao da caixa
d’agua; presenca de fossa sanitdria e distdncia desta a caixa
d’agua; fins de utilizacao da dgua pelos alunos e niumero
médio dos usudrios.

Anélises Microbioldgicas

A técnica dos tubos multiplos foi realizada como
preconizado pelo Standard methods for the examination
of water and wasterwater (APHA) para a pesquisa de P.
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aeruginosae do grupo coliforme®. As condi¢oes de cultivo
empregadas para pesquisa de P. aeruginosa foram o
Caldo Asparagina em 3 séries de 5 tubos, com incubag¢io a
35°C/48 h para a fase presuntiva e o Caldo Acetamida para
a fase confirmatdria na mesma temperatura e tempo de
incubagdo. Para a pesquisa de coliformes foram utilizados
os meios Caldo Lactosado (ensaio presuntivo) e Caldo
Lactosado Verde Brilhante Bile (ensaio confirmatério)
incubados a 35°C/48 h.

Anilises Fisico-Quimicas

A determinacao de pH foi realizada em pHmetro
digital de bancada PHTEC ap6s a analise bacterioldgicaea
medicao de temperatura feita em termometro de merctrio
no momento da coleta.

Processamento e Analise dos Dados

Os dados foram digitados, devidamente conferidos
e processados no programa Excel 2007 (Microsoft
Office®) no qual foi aplicada uma analise descritiva para
obtencdo de percentual de positividade das amostras para
P. aeruginosa e coliformes totais e a determinacéo de
frequéncias pelo programa EPI INFO 6.04d.

Consideracéoes Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité
Cientifico e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Associacao Caruaruense de Ensino Superior (ASCES)
sob 0 niamero de processo CAAE - 1322.0.000.217-
09. A pesquisa foi desenvolvida sob aspectos de extrema
confidencialidade em relagdo a identificagao das escolas,
assim como dos seus resultados laboratoriais analisados.
Estes foram utilizados com fins estritamente académicos
cientificos e para prestacdo de servigo social, por meio de
praticas educativas continuadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras analisadas apresentaram um valor
médio de pH de 7,04%0,53, ndo havendo diferenca
significativa entre o valor médio do pH das escolas
localizadas na zona urbana - 7,19 (ICQO% de 6,98-7,39)
- e na zona rural - 6,86 (6,67-7,04). A temperatura das
amostras coletadas apresentou um valor médio de 25+1°C.

A grande maioria das escolas apresentou conta-
minac¢do pelas bactérias pesquisadas, estando ambas
ausentes em apenas 13,9% do espa¢o amostral. A
presenca de P. aeruginosa sobrepds a do grupo coliforme
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nas amostras analisadas. Foi observado também que
as escolas da zona rural apresentaram um ndmero
significativamente maior de amostras contaminadas em
relacdo a zona urbana (Tabela 1).

O grupo coliforme esteve ausente em 20% das
amostras positivas para P. aeruginosa, ndo podendo ser

as mesmas reprovadas do ponto de vista bacterioldgico
uma vez que a portaria 518 do Ministério da Saiude* s
considera como indicador do padrao de potabilidade para
dgua de consumo o grupo coliforme.

A quantificagdo das bactérias se deu pelo Numero
Mais Provdvel (NMP) (Tabela 2). Néao foi possivel a

Tabela 1. Percentual do nimero de escolas publicas municipais de Caruaru-PE, dentro dos critérios de elegibilidade
adotados, com a dgua utilizada para consumo contaminada pela bactéria Pseudomonas aeruginosa e pelo grupo coliforme

Micro-organismo
pesquisado

Percentagem do numero de Escolas Contaminadas

Zona Urbanat Zona Rural? Urbano e Rural®
% I C90% % I C9O% % I CQO%
Pseudomonas 7500 6573-8427 9375 8857-98,93 8333  75.35-91,31
aeruginosa
Coliformes Totais 60,00 49,51-70,49 81,25 72,89-89,61 69,40 59,53-79,27

Nota: IC,,,,= Intervalo de Confianca com uma confiabilidade de 90%

1-n=20; 2 -n=16; 3 -n=36

Tabela 2. Avaliacao do nivel de contaminacdo por Pseudomonas aeruginosa e coliformes totais por regido e

escola analisada

Local Escolas NM? '.“MP
P.aeruginosa  Coliformes
El 2.0 500
E2 2.0 17
E3 17 45
E4 <1.8 <1.8
E5 <1.8 <1.8
E6 <1.8 <1.8
E7 9.1 27
- ES8 <1.8 <1.8
§ E9 4.0 79
5 E10 70 17
< E1ll 140 >1600
& E12 <1.8 <1.8
E13 9.2 >1600
El4 24 79
E15 >1600 210
E16 >1600 >1600
E17 90 <1.8
E18 1.8 <1.8
E19 2.0 >1600
E20 900 <1.8

Local Escolas NM'.) !\IMP
P.aeruginosa Coliformes

E21 20 <1.8
E22 89 <1.8
E23 2.0 49
E24 8.3 45
E25 4 70
E26 >1600 >1600
E27 <1.8 80
E28 130 110

s E29 2.0 4

X E30 8 22

o E31 2.0 13

N E32 6 <1.8
E33 >1600 170
E34 27 22
E35 22 8
E36 280 33

NMP: Numero Mais Provavel/100 mL de amostra
NMP<1.8 é representativo de amostra negativa
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obten¢do da média do NMP/indicador ou NMP/Regido
uma vez que os resultados foram bastante dispersos,
variando entre <1,8 e >1600 NMP/100 mL, nao sendo
a média de NMP uma boa medida de tendéncia central.
Escolas com nivel de contaminag¢ao >1600 NMP/100 mL
tanto para P. aeruginosa e/ou coliformes representaram
19,44% do total de escolas analisadas. Niveis >1600
NMP/100 mL para P. aeruginosa na zona urbana estiveram
presentes em 10% das escolas analisadas enquanto que na
zona rural esse indice se elevou para 12,5%.

Os laudos foram entregues durante visita dos
autores que prestaram esclarecimentos sobre o significado
dos resultados obtidos, com o intuito de orientar e sugerir
medidas preventivas e corretivas das contaminagdes
observadas. Foram beneficiadas 24.477 pessoas entre
alunos, funciondrios e professores que cooperaram de
maneira magnifica com a realizagao do estudo. E objetivo
do Projeto Aguas do Agreste identificar o problema e
orientar para as devidas solugdes, no entanto a execu¢ao
das mesmas cabe ao municipio e aos seus gestores.

Com base nas informagoes coletadas, que incluem
os dados levantados na entrevista com os usudrios, 0s
registros das condigoes de armazenamento das dguas, bem
como os resultados das andlises, foi eleita como primeira
medida a ser recomendada aos interessados, a limpeza e
desinfec¢do das caixas d’agua por meio de uma cartilha
explicava do processo. Paralelamente, como algumas
escolas ainda utilizavam o filtro de vela, recomendou-se
a frequéncia e limpeza correta do mesmo também por
intermédio de cartilha. Rogues e colaboradores (2007)',
ao avaliarem a contribuicao da dgua de torneira na
colonizag¢ao por P. aeruginosa em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI), enfatizaram a necessidade de uma
desinfec¢ao adequada da torneira e a manutencdo da
qualidade da dgua oferecida por ela uma vez que 35% de

todos os casos de coloniza¢ao adquirida por P. aeruginosa
foram advindas da torneira.

De acordo com os dados obtidos com o
preenchimento do formulério de coleta (Tabela 3), em
torno de 40% dos diretores das escolas responderam que
faziam a limpeza da caixa d’dgua numa periodicidade
de 6 meses a 1 ano, 35% ndo sabiam a periodicidade e
25% afirmaram nunca ter limpado a caixa d’agua em
suas gestoes. Aos entrevistados que responderam nao
saber a periodicidade ou nio proceder com a limpeza do
reservatorio, foi perguntado qual o motivo para tal, 82%
responderam que nao possuiam informagoes sobre a
periodicidade de limpeza, enquanto que 18% afirmaram
que sabiam, mas nao dispunham de recursos financeiros
para o procedimento da agdao. Apenas 2,8% das escolas que
afirmaram nunca limpar a caixa d’dgua negativaram para
coliformes, mas todas estavam positivas para P. aeruginosa.

A agua utilizada pelas escolas da zona urbana era
fornecida pela rede de abastecimento urbano. O uso de
dgua transportada por caminhao tanque na zona urbana
era feita apenas em periodos de falta de 4gua ou consumo
extra. As escolas da zona rural eram 100% abastecidas pelos
caminhdes tanque, uma vez que a rede de abastecimento
urbano dessa regidao nao possuia vazao suficiente para o
suprimento adequado das escolas. Escolas abastecidas por
caminhoes tanque, em sua grande maioria da Zona Rural,
apresentaram os maiores indices de contaminagao por P.
aeruginosa, o que corrobora com o estudo publicado por
De Victorica & Galvan (2001)* que associaram os maiores
niveis de risco de contaminac¢do por esta bactéria com a
estocagem em tanques, tubulagoes e filtros que nao sofrem
manutencdo. A positividade da P. aeruginosa em 22,2%
das escolas que afirmaram limpar a caixa d’dgua com
regularidade (Tabela 3) pode ser devido a possibilidade
de informagoes inveridicas por parte dos gestores das

Tabela 3. Distribuicao de amostras positivas e negativas para os indicadores analisados, segundo a

periodicidade de limpeza da caixa d'agua (n=36)

P. aeruginosa

Periodicidade de limpeza

da caixa d’agua Positivo
%
Nunca lavou 61.1
Lava entre 6 meses e 1 ano 22.2
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Coliformes totais

Negativo Positivo Negativo
% % %
0 58,3 2,8
16,7 0 38,9
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escolas ou mesmo a contaminag¢do proveniente da fonte
de abastecimento, no caso, o caminhdo tanque.

CONCLUSAO

A nao detec¢ao do grupo coliforme nao
significa a auséncia de outros indicadores bacterianos
de contamina¢dao ou bactérias patogénicas, fato este
evidenciado pela presenca de P. aeruginosa em amostras de
dgua que ndo apresentaram bactérias do grupo coliforme.
Dados presentes nesse estudo demonstram a necessidade
de se implantar como padrao de potabilidade da dgua
de consumo a pesquisa de P. aeruginosa, uma vez que
a portaria 518 de 25 de mar¢o de 2004 ndo reprova a
agua contendo esta espécie bacteriana. Tal medida é de
extrema importancia devido ao fato da P. aeruginosa
ser considerada, além de um patégeno oportunista, um
indicador de polui¢ao da dgua por material organico.

Essa simples abordagem do problema, feita
durante a execuc¢do desse estudo, demonstra o quanto
¢ importante, e até mesmo, essencial a conscientiza¢cao
do consumidor sobre suas responsabilidades relativas
ao armazenamento e utilizagdo responsavel da dgua,
para que o objetivo maior, a garantia da potabilidade,
seja alcanc¢ado. Torna-se imprescindivel a participagdo
do cidadao comum no monitoramento da qualidade
da dgua e este envolvimento pode ser estimulado por
meio de campanhas e projetos educativos que exaltem a
importancia do comprometimento do usudrio.

Tais dados foram repassados as secretarias de
Educagao e Satde do Municipio de Caruaru a fim de se
firmar parcerias e buscar solu¢des para os problemas de
potabilidade. As mesmas se comprometeram a desenvolver
programas de conscientiza¢do da importancia da
qualidade da 4gua e a manuten¢ao da mesma (Secretaria
de Sadde) e providenciar as limpezas de todas as caixas
d’4guas das escolas (Secretaria de Educacio). Esse é um
dos passos que poderd proporcionar a transi¢io de um
Programa de Alimentac¢ao Escolar Assistencialista para
um Programa Educativo enfatizando o dever do Estado
em ser responsével pelo bem-estar das criangas.

Considera-se que o estudo aiéin de ter
proporcionado experiéncia pratica, motivou o interesse
dos autores para trabalhos sociais, integrando pesquisa,
ensino e extensao a realidade didria.
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ABSTRACT

Talinum fruticosum Juss (L.) is an unconventional plant belonging to the family Portulacaceae; it is a her-
baceous perennial plant that grows in tropical regions as a =foliaceous vegetable. T. fruticosum leaves are
a source of fiber and minerals and they contribute to assemble the micronutrients for daily nutritional
requirements. These plants supply the essential nutrients to the human organism; however, these plants
contain antinutritinal factors such as lectins and tannins which may compromise their bioavailability.
In the present study, the T. fruticosum leaves samples were investigated on proximate composition and
antinutritional factors. Samples were exposed to heat treatment for washing and for cooking for 10 min.
These procedures neither significantly changed the carbohydrates and lipids contents, nor eliminated the
hemagglutinating activity which is inactivated at 70 °C, although no effective reduction of tannin from
the leaves was observed.

Key words. Talinum fruticosum, bredo, antinutritional factors, unconventional vegetable, proximate com-
position

RESUMO

Talinum fruticosum Juss (L.) é uma planta ndo convencional da familia Portulacaceae=e trata-se de planta
herbacea perene que cresce em regides tropicais como vegetais folhosos. As plantas fornecem nutrientes
essenciais ao organismo, no entanto, a biodisponibilidade pode ser comprometida pela presenca de fa-
tores antinutricionais tais como lectinas e taninos. Em virtude das folhas de T. fruticosum serem fonte de
fibra e de minerais e por contribuem para reunir os micronutrientes necessdrios para a nutri¢do didria,
no presente estudo as amostras de folhas dessa planta foram investigadas quanto a composi¢do cen-
tesimal, bem como os fatores antinutricionais. As amostras foram submetidas ao tratamento térmico nos
procedimentos de lavagem e de cozimento durante 10 min. Estes processos ndo foram capazes de alterar
significativamente os teores de carboidratos e lipideos, tampouco a supressao da atividade hemaglutinante
que é inativada a 70°C. Contudo ndo houve eficacia na redu¢io dos teores de tanino presentes nas folhas
estudadas.

Palavras-chave. Talinum fruticosum, bredo, fatores antinutricionais, vegetais ndo convencionais, com-
posi¢do centesimal

Rev Inst Adolfo Lutz, 68(3):341-5,2009 341



Leite JFM, Silva JA, Gadelha TS, Gadelha CA, Siqueia Jtnior JP. Nutritional value and antinutritional factors of foliaceous vegetable Talinum

fruticosum. Rev Inst Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 68(3):341-5,2009.

INTRODUCTION

Plants generally provide essential nutrients for
the body and can be a source of nutrients for people of
all social classes in view their reasonable cost and acces-
sibility, which can be grown without the need for ma-
jor financial investment. However, the bioavailability of
their nutrients may be compromised by the presence of
antinutritional factors such as lectins and tannins.
Based on the most recent definition of lectins, they are
considered to be proteins with at least one non-catalytic
domain able to recognize and bind reversibly to specific
mono- and oligosaccharides'.

Tannins are polyphenols that form complexes
with proteins, making them insoluble and inactivating
their enzymatic activity. They may also bind to other
macromolecules such as starch, causing a reduction in
the nutritional value of food”.

Considering the detrimental effects of antinutri-
tional factors present in food intended for human con-
sumption, most of these substances appear to be inacti-
vated or inhibited with appropriate heat treatment™

Talinum fruticosum Juss (L.) is a non-conven-
tional plant of the family Portulacaceae; it is herbaceous
perennial plant that grows in tropical regions as a leafy
vegetable. Its leaves are smooth and succulent, or spirally
provision opposite cross with flowers and small incon-
spicuas met in inflorescences axillary or terminal film*.

This plant is commonly known as bredo but is
also called other popular names such as “gomes major,”
“ceilan” and spinach, and it is a traditional food during
Easter. The leaves of this herb are prepared as broths and
the cooked leaves are used to accompany sea food which
is allowed in this period of abstinence from red meat.

In the present study, the leaves were investigated
to determine their proximate composition, and antinutri-
tional factors. The aim of this study was to demonstrate its
nutritive value and thereby to promote the consumption
and utilization of this species in regions where it is grown.

MATERIAL AND METHODS

Material

Talinum fruticosum leaves were collected from
Cruz do Espirito Santo, Paraiba, Brazil. Rabbit erythro-
cytes were obtained from the Federal University of Para-
iba and human blood was obtained from healthy donors
from the Hematology Center of Paraiba.
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Heat treatment

Proximate composition was determined on three
forms of the leaves: fresh, bleached and cooked for 10
min in boiling water. Leaf extract was subjected to differ-
ent elevated temperatures to test for inactivation of the
antinutritional factors.

Proximate composition analysis

Moisture content was determined using the
AOAC method® and ash content according to AOAC®.
Total nitrogen content was obtained using the Kjeldahl
method and the percentages of nitrogen were trans-
formed into protein content by multiplying by a conver-
sion factor of 5.3 (AOAC®.Total fat extraction was per-
formed according to the AOAC® method, using a Soxhlet
apparatus. Carbohydrate content was determined by the
phenol-sulfuric acid method’.

Determination of antinutritional factors

Hemagglutinating activity

Hemagglutinating activity was assayed in tubes
with serial dilutions of the leaf extract according to
Moreira and Perrone®. All 10 tubes of the series re-
ceived 100 pL of 0.15 M NaCl. Added to the first tube
of the series were 100 uL of the supernatant from the
0.15M NaCl the extract of the leaves. The second tube
received 100 pL from the mixture of the first and so
on until the tenth tube with a total of 200 pL was dis-
carded. A 100- pL aliquot of 2% suspension rabbit and
human (A, B or O) erythrocytes in the same buffer was
added to each tube. Hemaglutination was determined
after a 1-h incubation at 37°C. Hemagglutinating and
hemolytic activities were expressed as a titer, namely,
the reciprocal of the highest dilution that gave a posi-
tive result.

Determination of soluble proteins

Protein concentration was determined by the
method described by Bradford® using bovine serum al-
bumin (BSA) as standard. The samples were submitted
to extraction at a proportion (1:10) with the following
buffers: 0.1 M glycine, pH 2.6, pH 9.0 M Glycine 0.1, 0.1
M Tris-HCI pH 7.6, all with 0.15 M NaCl, with stirring
for 3 h at room temperature. Afterward, each extract was
centrifuged at 5,000 rp
m for 25 min at 4 ° C, and the supernatants used for
analysis.
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Tannin content determination - Total tannins were
extracted in water and determined by a colorimetric
method as described by Rangana'’. They were quantified
using the Folin—Denis reagent, and the results were ex-
pressed as tannic acid equivalents.

Statistical analysis

Analyses were performed in duplicate. The data
were processed statistically using Kruskal-Wallis with the
help of the Program Biostat 5.0. The means and standard
deviation were determined and differences were consid-
ered significant at P <0.05.

Results and discussion

Chemical Composition

The proximate composition of the leaves of T.
Fruticosum are described in Table 1. The fresh leaves of
the plant have a 89.08% moisture content. With wash-
ing and cooking, the moisture content was significant-
ly higher because of the swelling of the leaves. Aletor
and Adeogun'' found in leaves of T. triangulare a 91%
moisture level. Wallace, Marfo and Plahar'?, in examin-
ing fresh leaves of plants of the species E. hirta, L. invo-
lucrata and X. maffafa found lower moisture (74.41%,
84.61% and 88.41%) compared to that observed in this
study, and 91.43% moisture in leaves of L. Taxaracifolia
(wild lettuce). Singh, Kawatra and Sehgal® found 95.4%
moisture in leaves of fresh carrot. We observed a signifi-
cant reduction in ash content with heat treatment, which
could be explained by the increase in moisture after heat-

ing. Wallace, Marfo and Plahar" found the species X.
maffafa to have a similar value (1.48%).

Protein content decreased significantly with
cooking, but not with washing. Aletor and Adeogun'!
found higher protein content (2.5%) in leaves of the
same species studied here. Higher values (3.42%, 2.60%,
2.71%) were also reported in work with leaves of other
species'2.

The thermal processing applied did not cause a
significant change in the content of carbohydrates pres-
ents. Low levels of lipids were found in leaves of T. Fru-
ticosurn when compared with other food sources, but
these quantities are greater than those found in other
plant leaves'’. Thus, heat processing did cause loss of
these macronutrients.

Antinutritional factors

The presence of antinutritional factors in foods
compromises their nutritional quality. Table 2 displays
the finding for the different antinutritional factors in-
vestigated. Plant lectins have the capacity to resist gastric
digestion and pass into the intestinal region". The speci-
ficity of lectins for specific sugars allows these proteins
bind to intestinal microvilli thereby reducing the area of
absorption of nutrients'. The lectins in T. Fruticosum
leaves have a specificity for sugars present in the mem-
brane of human and rabbit erythrocytes. The fresh leaves
of the plant showed hemagglutinating activity. The inac-
tivation of this antinutritional factor was demonstrated
over range of temperatures starting at 40 °C with incre-
ments of 5 ° C. Total inactivation was seen at 70°C.

Table 1. Proximate composition of leaf Tallinum fruticosum

fresh leaves

(X+SD)
Moisture(%) 89.80 + 0.04°
Protein(%) 1.32 +0.16°
Fat(%) 3.13+0.54
Carbohydrates(%) 296 +0.14
Ash(%) 1.46 +0.16°

bleached leaves cooked leaves

(X+SD) (X+SD)
91.12 + 0.24° 92.60 + 0.32¢
1.38+0.17° 1.24 +0.18°

2.99 +0.42 3.23 + 1.51
2.88 +0.42 292 +0.28
1.24 + 0.02° 0.40 + 0.09¢

X — Arithmetic mean; SD — Standard deviation
a, b and ¢ - significant difference, p< 0.05
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Table 2. Antinutritional factors in Talinum fruticosum leaves

Antinutritional factor Fresh leaves

Erythrocytes

A UH
B UH
0 UH
Rabbit UH

Tannin (mg/100g) 10722

UH: Hemagglutinating activity
a and b - significant difference p<0.05

The tannin content found in the leaves of the
fresh plant leaves (1073 mg/100 g) was not reduced to
acceptable amounts after heat treatment. Levels of poly-
phenols above 1,000 mg/100 g dry weight are considered
high and damaging to protein digestibility’”. Santos
studied the effect of cooking on the antinutritional fac-
tors in leaves of broccoli, cauliflower and cabbage noting
that with the increase of time for cooking there was no
reduction of tannin content to negligible levels for cab-
bage and broccoli. Umaru, Adamu, Dahiru and Nadro'®
when studying species of fruit consumed in Nigeria, de-
tected tannin levels of 7.40 + 0.14% in B. aegyptiaca,
6.39 + 0.5% in Hyphaena thebaica and 5.90 + .13% in
Borassus aethiopum. Del Vechio, et al.'” investigated the
content of antinutritional factors in pumpkin seeds,
fresh, cooked and roasted, noting a significant decrease
in the levels of cyanide, an inhibitor of trypsin, hemag-
glutinating activity and tannin, but the treatment that
was most efficient was cooking.

CONCLUSION

The results of this study suggest that Talinum fru-
ticosum plant is a low calorie food containing low levels
of macronutrients, namely lipids and carbohydrates. As
it is a source of fiber and minerals, this plant contributes
to meeting daily nutritional requirements for micronu-
trients. Heating (70 ° C) was able to inactivate the lectin,
but it did not reduce the levels of tannins to tolerable lev-
els. Further studies are necessary to determine the time
and temperature needed to reduce tannin levels in order
to enhance the nutritional quality of this plant. It is also
important to conduct toxicological tests with the leaves
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Bleached leaves Cooked leaves

2794 13092

of the plant to determine the amounts that can be con-
sumed without deleterious effects.

Further research of this underutilized vegetable
from different regions should also be carried out, since
its compounds may vary with maturity, soil and cultiva-
tion among other factors likely to change its composi-
tion.
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RESUMO

A composi¢do quimica do poélen é varidvel e depende da origem botanica. No presente trabalho foi investigada
a correlacdo da composigdo centesimal e das vitaminas antioxidantes com a origem floral em amostras de pdlen
apicola. Foram analisadas seis amostras desidratadas de pélen apicola coletadas na regido do Vale do Ribeira, Sao
Paulo, Brasil. A vitamina C foi quantificada por titulagdo, o B-caroteno por cromatografia em coluna aberta e a
vitamina E por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A composicdo centesimal foi determinada seguindo-se
as metodologias recomendadas por AOAC (1995) e IAL (2005) e a caracterizagdo floral foi feita por meio de
observagao em microscopio. As concentragdes das vitaminas variaram de 114 a 340pg/g para vitamina C, 16,27
a 38,64pg/g para vitamina E e de 3,14 a 77,88ug/g para o PB-caroteno. A composicao centesimal das amostras
apresentou conformidade com as especificagdes estabelecidas pela legislagao brasileira. Foi encontrada grande
variabilidade de tipos polinicos nas amostras analisadas e alguns deles apresentaram alta correlagdo com a vitamina
C (Myrtaceae), com o -caroteno (Arecaceae, Cecropia e Fabaceae) e com os lipideos (Arecaceae e Fabaceae). Outras
amostras mostraram correlagdo negativa com B-caroteno (Mimosa caesalpiniaefolia e Poaceae), com proteinas
(Arecaceae) e com lipideos (Mimosa caesalpineafolia).

Palavras-chave. p6len apicola; composicio centesimal; vitaminas antioxidantes; andlise polinica.

ABSTRACT

Pollen composition is variable depending on the floral origin. The purpose of present study was to correlate the
centesimal composition and the antioxidants vitamins with the floral origin of dried bee pollen samples collected
from the region of the Vale do Ribeira, Sdo Paulo, Brazil. Six batches of dried bee pollen pellets were analyzed.
Vitamin C was quantified by titration technique, B-carotene by open column chromatography, and vitamin E by
HPLC. The proximate composition was determined following the methodology recommended by AOAC (1995),
and the floral characterization was performed under microscopy observation. Vitamin contents varied from 114 to
340pg/g for vitamin C; from16 to 39ug/g for vitamin E; from 3 to 78ug/g for B-carotene. The analyzed samples
were in compliance with the Brazilian legislation limits regarding to the proximate composition. The pollen types
highly varied within the samples and some of them were strongly correlated with the vitamin C (Myrtaceae),
[B-carotene (Arecaceae, Cecropia and Fabaceae) and lipids (Arecaceae and Fabaceae). On the other hand, other types
were negatively correlated, such as Mimosa caesalpiniaefolia and Poaceae types with [-carotene, Arecaceae type
with proteins and Mimosa caesalpineafolia type with lipids.

Key words. bee pollen; centesimal composition; antioxidants vitamins; pollen analysis.
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INTRODUCAO

Os graos de poélen sao estruturas microscopicas
contidas nas anteras dos estames das angiospermas e
gimnospermas e representam o gametéfito masculino
das plantas. Além de ser o préprio objeto da polinizacao,
para muitos insetos, e especialmente para as abelhas,
o polen é a principal fonte de alimento ndo liquido.
Portanto, o pélen tem grande importancia na apicultura
como fonte de proteinas, gorduras e minerais para as
abelhas e como produto excedente do apidrio."*** Os
graos de pdlen variam quanto a forma, tamanho, cor,
aparéncia, caracteristicas morfologicas e por isso, na
prética, podem ser utilizados para identificar o género
das plantas e algumas vezes, as espécies vegetais.™

Segundo a Instrugao Normativa N° 3, de 19 de
Janeiro de 2001, do Ministério de Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, define-se pélen apicola como o resultado
da aglutinacio do pélen das flores, efetuada pelas abelhas
operarias, mediante néctar e suas substincias salivares, o
qual é recolhido no ingresso da colmeia.”

O pélen apicola possui ndo sé as vitaminas
antioxidantes (vitaminas C, E e P-caroteno, como
pré-vitamina A), mas também as do complexo B e
vitamina D.*° As vitaminas antioxidantes sdo capazes
de estabilizar os radicais livres, que sdo envolvidos
em muitas doengas degenerativas caracteristicas do
envelhecimento e tanto podem ser provenientes do meio
externo ou como resultantes naturais do metabolismo
humano."

O contetido de macro e micronutrientes do pélen
apicola sao influenciados pela origem botanica.**!'>!2
Segundo Funari et al., a composi¢ao quimica do pélen
apicola varia com a espécie vegetal, condigoes ambientais
(diferentes localidades, estagoes do ano e diferentes anos),
idade e estado nutricional da planta (quando o pdlen
estd se desenvolvendo).”” De acordo com Campos et al.,
é necessario um método sistemdtico para caracterizar o
pélen apicola com relacdo a seus constituintes tendo em
vista o crescente interesse fitoterdpico do pélen apicola e
seus produtos.'*

Deste modo, o conhecimento da origem
botéinica do pdlen apicola, bem como de sua composicao
quimica, é importante para tipificar o produto obtido
nas diferentes regides e agregar valor a este produto.
Este trabalho teve como objetivo obter dados analiticos
nacionais sobre a composi¢ao nutricional (composi¢ao
centesimal e vitaminas antioxidantes) do pélen apicola

desidratado proveniente da regido do Vale do Ribeira, SP,
Brasil e correlaciond-los com a origem botéanica.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram adquiridos seis lotes diferentes de
amostras desidratadas de pdlen apicola, recém coletadas,
diretamente do entreposto de comercializagio de
produtos apicolas “PRONATU Laboratério de Produtos
Naturais LTDA” localizado no Estado de Sio Paulo
(cidade de Pariquera-Acu). Os lotes foram designados
por letras do alfabeto (A, B,C,D,E e F).

As amostras foram coletadas no apidrio
Trianoski, no periodo de 23/02/2007 a 09/04/2007
com intervalo de uma semana entre os lotes. O apidrio
fica instalado em zona de Mata Atlantica, no Vale do
Ribeira, localizado cidade de Pariquera-A¢u, SP. Foram
utilizadas 15 colmeias de abelhas Apis mellifera e as
amostras foram submetidas ao processo de secagem em
estufa da marca Ballardin®, com circula¢iao de ar em
sistema aberto, ajustada a temperatura de 45°C durante
aproximadamente seis horas.

Métodos

Determina¢ao de umidade: Foi realizada pelo
processodeliofilizacaoutilizandooequipamentodamarca
Edwards” modelo EC Super Modulyo, a temperatura de
-40 °C por 26 horas e vacuo final inferior a 4x10™! Torr,
segundo as normas do fabricante. Este processo tem
como objetivo preservar a qualidade do produto além
de minimizar algumas rea¢oes de degradagao que ocorre
durante a secagem, como exemplos, a reacao de Maillard,
desnaturacio de proteinas e reagdes enzimdticas.'>'¢

Determinac¢ao das proteinas: Foi determinado
através do método Micro-Kjeldahl, utilizando-se o fator
6,25 para transformagao do nitrogénio total em proteinas.'”'®

Determina¢ao dos lipideos: Foi determinada
em extrator intermitente de Soxhlet, utilizando-se éter
etilico como solvente.'®"

Determina¢ao de cinzas: Foi realizada por
gravimetria apds incinera¢ao do material em mufla a 550°C,
até peso constante.'®"

Determina¢ao da vitamina C: Foi realizada
utilizando o método titulométrico adaptado, que se
baseia na reducdo do 2-6-diclorofenol-indofenol (DCFI)
pelo acido ascorbico, de acordo com a AOAC."

347



Melo ILP, Freitas AS, Barth OM, Almeida-Muradian LB. Relacdo entre a composi¢do nutricional e a origem floral de pdlen apicola desidratado.

Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(3):346-53,20009..

Determina¢ao da Vitamina E: Foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
conforme descrito por Presoto et al. e Oliveira.”*?!

Determina¢ao dos Carotendides totais e do
[-caroteno: Foi realizada por cromatografia em coluna
aberta (CCA), conforme descrito por Rodriguez-Amaya
e Oliveira.?"#

Anilise polinica: Foi realizada através do
processo de preparo direto das laminas de poélen, isto
é, sem fazer uso do método da acetdlise, baseado numa
mistura de 25 bolotas recolhidas proporcionalmente as
cores encontradas em dois gramas de cada amostra bem
misturada; os tipos polinicos foram identificados por
comparag¢do com a literatura e contagem sucessiva de ao
menos 300 graos para o célculo das porcentagens de cada
um dos tipos polinicos encontrados na amostra.>’

Andlise estatistica: Foi realizada andlise de
Correlagdo de Pearson entre os dez tipos polinicos
e os nutrientes estudados (vitaminas e composi¢dao
centesimal). Nos conjuntos de dados em que nao foram
observadas distribui¢do normal e, principalmente, a
homogeneidade das varidncias, o teste estatistico nao-
paramétrico de Correlagdo de Spearman foi adotado. Os
resultados foram expressos como média dos resultados
+ desvio padrdo. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa Statistica 8.0 e
adotando-se nivel de significancia de 5% (p<0,05).*

RESULTADOS

Na Tabela 1 esta apresentada a frequéncia dos
tipos polinicos nas amostras obtidas.

Verifica-se que o tipo Mimosa caesalpiniaefolia
apareceu como pélen dominante nos dois primeiros lotes
(A, B), enquanto o tipo Mimosa scabrella apareceu como
polen dominante em apenas um lote (E). J4 os lotes C,
D e F nao apresentaram pélen dominante, apenas pé6len
acessorio tipo Mimosa caesalpiniaefolia e Myrcia no lote
C, Cecropia no lote D e Myrcia e Asteraceae no lote F. O
tipo Astrocaryum aparece na proporc¢ao de pélen isolado
importante, em todos os lotes, com excecdo do lote E
onde aparece como poélen acessério. O mesmo acontece
com o tipo Mimosa caesalpiniaefolia nos lotes E e F.

Os resultados da andlise de composicao
centesimal, bem como os dados da Regulamenta¢ao
Brasileira’, Argentina®»* e Sui¢a® sdao apresentadas
na Tabela 2, onde pode-se observar que todos os itens
estdo de acordo com as trés especificacdes (Brasileira,
Argentina e Suica).

Nas andlises realizadas foram identificadas as
trés vitaminas propostas neste trabalho (vitamina C, E e
-caroteno), como mostra a Tabelas 3.

Realizando-se andlise estatistica de correlagdo
entre os tipos polinicos e os nutrientes estudados (Tabela
4), constatou-se:

Tabela 1. Porcentagens de tipos polinicos obtidos em amostras desidratadas de pélen apicola

Familia

Lote A Lote B

Género / Espécie

Acacia

Arecaceae tipo Astrocaryum
Asteraceae

Cecropia

Eucalyptus

Fabaceae (amarela)
Malvaceae

Mimosaceae tipo Mimosa scabrella
Mimosaceae tipo Mimosa
caesalpiniaefolia

Myrtaceae tipo Myrcia
Pachira (Bombacaceae)
Passifloraceae

Poaceae

Trema

NI

5 (PII)
<3 (P

3 (PIN)
<3 (P

Frequéncia (%)*

Lote C Lote D Lote E Lote F
< 3 (Pl
5 (PII) 10 (PII) 20 (PA) 10 (PII)
<3 (Pl < 3 (PI) <3 (Pl) 20 (PA)
30 (PA) 10 (PII)
3 (PII) < 3 (Pl) < 3 (Pl)
<3 (P <3 (Pl)
47 (PD)
45 (PA) <3 (Pl 5 (PII)
10 (PIT)
45 (PA) 3 (PII) < 3 (Pl) 20 (PA)
<3 (P <3 (Pl)
< 3 (Pl) < 3 (Pl < 3 (Pl) 5 (PII)
< 3 (Pl) < 3 (Pl < 3 (Pl
3 (PII)
3 (Pl <3 (Pl

* PD = pdlen dominante (> 45% do total de graos); PA = pdlen acessorio (de 16% a 45%); Pll = pdlen isolado importante (de 3% a 15%);

Pl = polen isolado ocasional (< 3%); NI = nao identificado.
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Tabela 2. Anélise quimica das amostras desidratadas de poélen apicola e as Regulamentacdes
Brasileira (Brasil 2001), da Argentina (Krell 1996, Cédigo Alimentario Argentino 1990) e da
Suica (Bogdanov et al. 2004)

. m O N W >

2,56 £ 0,05
2,03+£0,14
2,99 £ 0,04
2,18 +0,03
2,82+0,10
1,50 £ 0,05

24,91 + 0,88
26,45+ 0,52
28,28 + 0,44
21,22+ 0,18
19,98 + 0,12
20,68 + 0,33

4,81 +0,16
4,46 + 0,20
4,53 +0,08
5,69 +0,22
5,27 +0,32
518+0,13

3,17 +£0,00
3,21 £ 0,01
3,30+ 0,03
2,90 £ 0,00
3,00 £ 0,00
2,89 £ 0,01

Regulamentacao

Brasileira (%) Maximo de 4 Minimo de 8 Minimo de 1,8 Maximo de 4

Regulamentacao

Argentina (%) Maximo de 8 15a28 - Maximo de 4
Regulamentacao
Suica (%) Maximo de 6 10a40 1a10 2a6

* Resultados expressos em base seca através da média + desvio padrao de anélises em triplicata.

Tabela 3. Concentracdo das vitaminas C, E e dos carotendides totais e B-caroteno nas amostras
de pdlen apicola

A 114 £ 1,62

38,64 + 2,72 40,62 + 4,89 6,65+ 0,29

C 340+ 11,4 20,54 + 1,30 33,95+ 2,95 5,05+0,03

E 127 + 2,08 21,06 + 1,76 103,3+9,2 25,19+ 1,80

* As anélises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em Média + Desvio Padrao.
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Com rela¢ao a vitamina C, houve uma forte
associa¢do positiva (r=0,95) entre a sua concentragdo e
a porcentagem do tipo polinico Myrtaceae tipo Myrcia
(p<0,05). Enquanto o tipo Passifloraceae mostrou uma
correlagao positiva importante (r=0,67), porém apenas
marginalmente significativa (p<0,10);

Com relagdo a vitamina E, houve auséncia de
correlagdes significativas;

Com relagdo aos carotendides totais e ao
-caroteno, observou-se perfis semelhantes nas
associagdes com alguns tipos polinicos especificos,
conforme mostra a Tabela 4;

Com relagdo as proteinas, houve uma forte
associagdo negativa (r= -0,81) entre o seu contetido
e a porcentagem do tipo polinico Arecaceae tipo
Astrocaryum (p<0,05);

Com relagao aos lipideos, houve forte associagao
positiva e significativa (p<0,05) entre a sua porcentagem
e as dos tipos polinicos Arecaceae tipo Astrocaryum
(r=0,88) e Fabaceae (r=0,93). J4& o tipo polinico
Mimosaceae tipo Mimosa caesalpiniaefolia mostrou
uma forte correla¢dao negativa (r= -0,94) e significativa
(p<0,05) com a concentrag¢ao de lipideos;

Com relagdo as cinzas, houve auséncia de
correlacgdes significativas.

DISCUSSAO

A andlise polinica permite identificar as
principais fontes poliniferas utilizadas pelas abelhas,
bem como, os periodos de produgdo de pdlen no campo
e possiveis épocas de caréncia.’

Nas amostras estudadas algumas apresentaram
poélen dominante, ou seja, um dos tipos polinicos foi
encontrado na propor¢ao de mais de 45% do total de
graos. Enquanto outros lotes apresentaram uma maior
variedade de tipos polinicos, nio sendo encontrado
pélen dominante. Alguns tipos apareceram na propor¢ao
de pdlen isolado importante (de 3% a 15% do total de
graos), indicando que pode se tornar fonte de coleta
de pélen se ocorrer em grande quantidade nas dreas de
producdo. Nenhum dos lotes apresentou um tnico tdxon
boténico, sendo todas as amostras constituidas de pdlen
heterofloral, o que lhes garante propriedades variadas.
Tal ocorréncia também foi observada por Almeida-
Muradian et al., que analisaram a taxonomia botanica
de 10 amostras de pdlen apicola provenientes do sul do
Brasil e, apesar de serem designadas amostras de pdlen
monofloral pelo produtor, todas elas apresentaram
mais de um tdxon.® Os autores concluiram que o fato
das bolotas de pdlen apresentar apenas uma cor nao

Tabela 4. Correlacdo entre os nutrientes estudados com alguns tipos polinicos encontrados nas amostras de polen

apicola

Coeficiente de correlacao (r)

Tipo Polinico VitaminaC  Carotendides p-Caroteno  Proteinas Lipideos
Totais

Arecaceae tipo Astrocaryum 0,79* 0,88** -0,81** 0,88**
Cecropia 0,84** 0,94**
Fabaceae 0,92** 0,92** 0,93**
Mimosaceae tipo Mimosa -0,73** -0,94** -0,94**
caesalpiniaefolia
Myrtaceae tipo Myrcia 0,95**
Passifloraceae 0,67*
Poaceae -0,65%* -0,65**

As correlacoes entre os tipos polinicos e os nutrientes foram realizadas pela Correlacao de Pearson ou Spearman, quando apropriado.

** Correlacoes estatisticamente significativas (p<0,05).
* correlagdes marginalmente significativas (p<0,10).
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indica que sejam necessariamente monoflorais, ainda
que elas possuam mais chances de serem procedentes de
uma unica fonte quando comparadas com amostras que
apresentam varias cores.®

Os resultados da andlise de composi¢ao
centesimal mostram que todos os itens estdo dentro do
padrao de identidade e qualidade para o pdlen apicola, de
acordo com as regulamentacdes de trés paises (Brasileira,
Argentina e Suica).

Almeida-Muradian et al., ao avaliarem amostras
desidratadas (n=10) de pdlen apicola e coletadas na
regidao sul do Brasil, obtiveram valores de 7,4% de
umidade.® Este valor é maior que a porcentagem média
de umidade encontrada no presente trabalho (2,34%),
provavelmente devido ao uso de outro método de anilise
para a determina¢ao de umidade (estufa a vacuo). Bastos
et al. também encontraram valores elevados de umidade
(média de 8,78%) nas amostras desidratadas de pdlen
apicola provenientes dos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais (Karl Fischer).”’

Nas amostras estudadas, foi encontrada uma
varia¢ao de 20,68 a 28,28% de proteina bruta. Resultados
similares foram apresentados por: Bastos et al., que
encontraram 21,2% de proteinas em amostras de pélen
apicola dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais; Funari
et al,, 26,2% em amostras provenientes de Botucatu/SP;
Almeida-Muradian et al., 21,0% em amostras do sul do
Brasil; Marchini et al., 21,4% nas amostras de Piracicaba/
SP'27,13,6,28

O valor médio de lipideos totais apresentado
neste trabalho foi de 4,97%, semelhante ao encontrado
por Funari et al. nas amostras de Botucatu/SP, de 5,1%."
Enquanto que Bastos et al. e Almeida-Muradian et al.
relataram valores mais altos do que o apresentado neste
trabalho, 8,8% e 7,0% respectivamente.?”° J4 Barreto et
al.,, ao analisarem amostras de pdlen provenientes de
varias regioes do Brasil, e Marchini et al., que analisaram
amostras de Piracicaba/SP, apresentaram valores mais
baixos: 3,82% e 3,60%, respectivamente.**®

Com relagdo ao teor de cinzas, resultados
semelhantes foram observados por Bastos et al., Barreto
et al. e Marchini et al. que encontraram valores de 2,79%,
2,89%, 2,90%, respectivamente.?”*%

Nas andlises realizadas foram identificadas as
trés vitaminas propostas neste trabalho (vitamina C, E
e -caroteno). As concentragoes de vitamina C variaram
entre 114 e 340 pg/g nas amostras desidratadas. Este
resultado se assemelha aos descritos por Szczesna et al.,

que observaram valores médios de vitamina C de 140
pg/g (n=2) em amostras polonesas de pdlen apicola.”
Ja Oliveira encontrou resultados superiores ao analisar
o contetddo de vitamina C nas amostras de pélen (n=10)
provenientes da cidade de Pindamonhangaba, Sao Paulo,
apresentando valores que variaram de 152,8 e 542,2 nug/g
nas amostras processadas.?'

A concentra¢ao de vitamina E do pélen apicola
variou entre 16,27 e 38,64 Lg/g nas amostras estudadas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira
variando de 8,2 e 32,4 ng/g nas amostras processadas.?'

A concentragio de carotendides totais do
polen apicola variou de 25,34 a 268,5 pg/g. Quanto ao
[B-caroteno, os resultados variaram entre 3,14 e 77,88
pg/g nas amostras processadas. Resultados semelhantes
foram encontrados por Oliveira com concentracdes de
carotendides totais variando de 4,6 a 178,7 ug/g e de
[-caroteno variando entre 32,3 e 90,48 g/g nas amostras
processadas, chamando a aten¢ado ainda para a auséncia
de B-caroteno nas amostras coletadas no més de Abril
de 2005.' Ja Muniategui et al., mostraram valores de
0,49 a 242,6 pg/g de amostra para carotendides totais e
obtiveram em média 10 pg/g de B-caroteno em amostras
comerciais de pélen apicola da Espanha.?

O wvalor pré-vitaminico A das amostras
processadas variou entre 0,26 e 6,48 ng de retinol (12
pg de B-caroteno correspondendo a 1 pg de retinol). A
ingestdo didria recomendada para vitamina A ¢ de 900
pg/dia para homens e de 700 pg/dia para mulheres,
logo, em termos de rotulagem, apenas o lote D pode
ser considerado fonte desta vitamina, através de
quantidade de PB-caroteno que apresenta.”® A porc¢io
didria recomendada de pdlen apicola seco de 25
gramas forneceria 162 pg de retinol, ou seja, 18% da
ingestao didria recomendada para homens e 23% para
mulheres.

A andlise de correlacdo entre os tipos polinicos
e os nutrientes estudados mostra uma forte associagao
positiva entre a concentracdo de vitamina C e as
porcentagens dos tipos polinicos Myrtaceae tipo Myrcia
e Passifloraceae, indicando que maiores porcentagens
destes tipos polinicos podem estar associadas a maiores
concentracoes de vitamina C nas amostras de pélen apicola.
Os carotendides totais e o -caroteno apresentaram perfis
semelhantes nas associagdes com alguns tipos polinicos
especificos, conforme mostra a Tabela 4. De acordo com
a tabela apresentada, sugere-se que maiores porcentagens
dos tipos polinicos Arecaceae tipo Astrocaryum, Cecropia
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e Fabaceae estao fortemente associados a maiores
concentragoes tanto de carotendides totais quanto de
-caroteno nas amostras de poélen apicola. Enquanto
que maiores teores dos tipos Mimosaceae tipo Mimosa
caesalpiniaefolia e Poaceae estao fortemente associados a
menores quantidades destes nutrientes.

Houve uma forte associagdo negativa entre o
contetido de proteinas e a porcentagem do tipo polinico
Arecaceae tipo Astrocaryum, indicando que maiores
porcentagens deste tipo polinico pode estar associada
a maiores concentragdes de proteinas nas amostras de
polen apicola. Com relagdo aos lipideos, houve forte
associac¢do positiva e significativa entre a sua porcentagem
e as dos tipos polinicos Arecaceae tipo Astrocaryum
e Fabaceae. Isto indica que quanto maior a presenca
destes tipos polinicos maior serd o conteido de lipideos
no pélen apicola. J& o tipo polinico Mimosaceae tipo
Mimosa caesalpiniaefolia mostrou uma forte correlagao
negativa e significativa com a concentragao de lipideos,
sugerindo que maiores porcentagens deste tipo polinico
estd associado a menores quantidades de lipideos no
polen apicola.

Houve auséncia de correlagdes significativas
entre os tipos polinicos com relacao as concentracdes de
vitamina E e de cinzas, sugerindo que os tipos polinicos
encontrados nas amostras estudadas nao interferem nas
concentragoes destes nutrientes.

CONCLUSAO

A composic¢ao centesimal das amostras estudadas
estd de acordo com as especificagdes estabelecidas pela
legislagao brasileira em vigor (Instru¢ao Normativa N
3, 19/01/2001), bem como pelas legislacdes Argentina e
Suica. Foram encontradas as vitaminas antioxidantes
(vitamina C, E e B-caroteno) em concentragoes varidveis
nas amostras estudadas.

Houve grande variabilidade dos tipos polinicos
encontrados nas amostras e alguns deles estiveram
fortemente correlacionados com os teores de vitamina
C (Myrtaceae tipo Myrcia), de -caroteno (Arecaceae,
Cecropia e Fabaceae) e delipideos (Arecaceae e Fabaceae).
Outros estiveram correlacionados de forma negativa,
como é o caso dos tipos Mimosa caesalpiniaefolia e
Poaceae com os niveis de -caroteno, do tipo Arecaceae
com as proteinas e do tipo Mimosa caesalpiniaefolia com
os lipideos.
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RESUMO

A dgua é importante fonte de ingestdo de fltior e considerando-se o aumento no consumo de agua
mineral e da prevaléncia de fluorose dentaria, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a concentragdo
de fltor na dgua mineral engarrafada comercializada, comparando-a aos valores declarados no rétulo da
embalagem. Foram adquiridas 39 amostras dgua mineral de diferentes marcas disponiveis em diversos
supermercados, mercearias e lanchonetes de grande circulagio do municipio de Sdo José do Rio Preto,
em 2008. A concentragio de flaor foi determinada por anélise em duplicata, utilizando-se potenciémetro
com eletrodo ion-seletivo. A concentragio de flior variou entre <0,05 e 0,82 mg/L, com diferengas pouco
significativas entre os valores estipulados nos rétulos da maioria das marcas de dgua mineral e aqueles
determinados na presente investiga¢ao. Os valores de flior encontrados nas amostras analisadas mostram
ser livres de risco em causar fluorose dental, porém em teor sem indicativo de a¢do preventiva anticérie.
Os teores de fltiior nas amostras de d4gua mineral analisadas estavam em conformidade com a legislagao
especifica vigente.

Palavras-chave. dgua engarrafada, fluoretos, fluorose dentaria, vigilancia sanitdria, eletrodo ion-
seletivo.

ABSTRACT

Water is an important source of fluoride intake and considering the mineral water consumption increase,
and of the prevalence of dental fluorosis, this study evaluated the concentration of fluoride in bottled mineral
water, and compared to those values reported on the packaging label. Thirty-nine mineral water samples
from different brands were purchased at several supermarkets, 3 grocery stores, and highly frequented
restaurants in Sdo José do Rio Preto, SP. The fluoride concentration was determined on duplicate analysis,
using a potentiometer with selective-ion electrode. The concentration of fluoride ranged from <0.05 to
0.82 mg/L, and no significant difference was observed between the values reported on the labels and those
found in the present investigation in samples from the majority of brands. In spite of the fluoride contents
found to be safe for not causing a risk for dental fluorosis, there was no significant preventive meaning for
tooth cavity. =The levels of fluoride in analyzed bottled mineral water samples were in conformity with
the specific legislation in force.

Keywords. bottled water, fluorides, dental fluorosis, health surveillance, selective-ion electrode.
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INTRODUCAO

O fltior na dgua de beber é efetivo na preven¢ao
da cdrie dental, sendo considerado uma medida de
grande alcance populacional. Nos dias atuais, é necessario
considerar também o consumo de dgua mineral como
um mecanismo de prevencao da cdrie e ocorréncia de
fluorose, principalmente devido ao aumento de seu
consumo pela populagio brasileira. Segundo o IBGE',
entre os produtos que apresentaram aumento continuo
e expressivo de quantidade, entre 1974 e 2003, destacam-
se as dguas minerais, evidenciando relevante mudanca
de hébito no consumo deste produto nos domicilios.
As quantidades aumentaram 5.694% (de 1974 a 2003),
sendo mais expressivo o aumento observado de 1996 a
2003 (3.011%)". O consumo de 4gua mineral e potavel de
mesa, no Brasil, no ano de 2006, chegou a 4.843.007.000
de litros', com grande potencial de crescimento, pelo
baixo consumo per capita, apenas 22,85 litros. Os dados
de producao de dgua mineral confirmam a posi¢ao de
destaque da regiao Sudeste (50,3%), seguida pela regiao
Nordeste (23,8%), Sul (12,8), Centro-Oeste (6,7%) e
Norte (6,4%). Em termos das unidades da federacao, Sao
Paulo, é 0 maior produtor de 4gua mineral envasada, com
cerca de 1,4 bilhdes de litros em 2005, o que representa
aproximadamente 33,2% da produ¢do nacional, seguido
por Minas Gerais (8,6%), Rio de Janeiro (6,7%), Rio
Grande do Sul (6,2%) e Bahia (6,1%)>.

A exemplo do que foi constatado em ambito
nacional, pesquisa de Bastos, realizada no municipio de
Bauru, estado de Sao Paulo, constatou que cerca de 29,7%
da populagdo do municipio consomem dgua mineral.
Emalgunsestudos>*>%7%%1°queavaliarama concentragao
de fldor na dgua engarrafada comercializada no Brasil,
os autores concluiram que a maioria das amostras
apresentou concentragdes de fltior abaixo dos limites
considerados anticdrie®»*> %7, entretanto houve marcas
com potencial para ocorréncia de fluorose® & & 10,
reforcando a necessidade de gerar conhecimentos e
informag¢des fundamentais a vigilancia sanitdria, em
relacao ao beneficio e ao risco a que a populagao se expoe
ao consumir estas dguas.

Frente ao aumento progressivo do consumo de
dguas minerais e a importincia do fldor na prevengao
da carie e possivel ocorréncia de fluorose dentdria,
o objetivo da presente pesquisa foi determinar a
concentragao de fltior presente nas diferentes marcas de
aguas engarrafadas comercializadas em Sdo José do Rio

Preto-SP e avaliar a concordancia entre os resultados dos
ensaios laboratoriais e as informagdes declaradas nos
rétulos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 39 amostras de 4gua
engarrafada adquiridas em supermercados, mercearias
e lanchonetes de grande circulagdo no municipio de Sao
José do Rio Preto - SP, durante o periodo de margo a
agosto de 2008, que foram analisadas pelo Laboratério de
Andlise Fisico-Quimica de Alimentos do Instituto Adolfo
Lutz, Laboratério Regional de Sao José do Rio Preto-SP.

Para a determinagdo do {on fluoreto (F),
foi utilizado o método potenciométrico com
eletrodo combinado de ion-seletivo para ion fluoreto
(Potencidmetro modelo 710 A, marca Orion e eletrodo
combinado Thermo Orion Ionplus), por ser o mais
indicado e adequado para concentracdes acima de 0,035
mg/L de F, devido a alta seletividade, melhor linearidade,
menor susceptibilidade a interferentes, simplicidade e
rapidez'"'%,

Segundo os Métodos Fisico-Quimicos para
Andlise de Alimentos'’, paraas condi¢des de concentragao
e interferentes encontrados nas amostras de agua, é
recomendado o tampao TISSAB IIT'}, cuja relagdo entre
os volumes de tampao e amostra é de 1:10.

As amostras de dgua foram analisadas em
duplicata, utilizando—se para isso, duas aliquotas de 5 ml
de cada amostra, totalizando 5,5 mL™.

As atividades analiticas foram desenvolvidas
em ambiente com temperatura de 27+1°C e todas as
solugdes preparadas com dgua destilada e deionizada.

Apés a afericao do eletrodo, do coeficiente
angular no intervalo de -54 e 60mV/década de
concentracao, foi preparada curva de calibracio em
triplicata com intervalos de concentracao entre 0,01
e 0,25 mg/L de fltor. Para concentracdes entre 0,3 e
1,0 mg/L de fltor, pesquisas anteriores, nas mesmas
condigoes de desenvolvimento da técnica utilizada no
presente estudo, demonstraram linearidade, atribuindo
resposta analitica adequada e, portanto, o método pode
ser aplicado' ™.

As caracteristicas de desempenho do método
aplicado incluiram, segundo as instrugoes do
INMETRO", a determinacao de parametros de validacao,
nas condi¢des de uso, como linearidade, recuperacao,
limite de detec¢ao (LD) e limite de quantificagdo (LQ).
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Tabela 1. Resultados relativos aos parametros de validacdo
para precisao e exatidao

0,3 1,8 0,5
1,0 3,2 3,2

CV= Coeficiente de Variacao
“média de 6 replicatas

O limite de detecgao foi determinado com os valores
smédios de sete (7) repeti¢oes do branco com a adi¢ao de
padrdo considerando 10 vezes o desvio padrao (DPx10).
Em nossos estudos de verificagdo, uma vez que o
meétodo aplicado foivalidado'>'*'*, para a faixa de concentragao
de 0,01 a 0,25 mg/L de flior, a curva de calibra¢do foi linear a
partir de 0,05 mg/L de fldor, e esta concentracdo pode expressar
o LQ, pois é a mais baixa que pode ser determinada com um
nivel aceitdvel de confian¢a, como observado na Figura 1.

=
o
o

y=0,7794x
R?=0,8894

—&— Curva médiade 7
repetices
mg/L de Fluoreto

Concentragéo de Fluoreto(mglL) na repetigao
=)
-

o
o
a

T T T T d
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentragao de Fluoreto (mg/L)

Figura 1. Curva de calibracdo em funcao da concentracao de F (mg/L)

RESULTADOS

Quando sao realizadas medidas em amostras
com baixos niveis do analito, é importante determinar
o menor valor de concentragdo do analito que pode ser
detectado pelo método (limite de detec¢ao). Neste caso a
concentragao minima de fluoreto medida com um grau
de incerteza aceitavel foi de 0,035 mg/L de fltor'"".

As concentragdes de fons flior obtidas por meio
das andlises, assim como as declaradas nos rétulos sao
apresentadas na Tabela 2. As concentragdes de fltior
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Tabela 2. Aguas minerais comercializadas no municipio de
Sdo José do Rio Preto, em 2008, segundo a concentracao
de fltor declarada nos rétulos e os valores encontrados
nas analises

01 0,10 0,29

03 0,12 0,15

05 0,55

0,43+0,03

07 0,02 < 0,05

09 0,07 0,09

11 0,03 < 0,05

13 0,02 < 0,05

15 0,10

17 0,12

19 0,05 0,06

21 0,01 0,09

23 0,10 0,14

25 0,02 < 0,05

27 0,05

29 0,05 0,12

31 0,12 0,39

33 0,17 0,16

35 0,02 < 0,05

37 0,09 0,08

39 0,05 0,07
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obtidas experimentalmente variaram entre o minimo de
<0,05 (LQ) e o méaximo de 0,83 mg/L de fltor. Apenas
uma marca de d4gua mineral analisada teve concentragao
de ions fldor 6tima para se obter agdo anticarie, em
conformidade com a Resolugao SS-250 de 15 de agosto de
1995 da Secretaria de Estado da Satide de Sao Paulo, que
considera dentro do padrao de potabilidade as 4guas que
apresentam concentrag¢do de ion fluoreto dentro da faixa
de 0,6 20,8 mg/L'%. A maior discrepancia encontrada com
relacdo a concentragao de fltor especificada no rétulo e
o resultados analiticos foi da amostra codificada como
n° 32, na qual havia uma concentragao de flior (mg/L)
27,5 vezes maior do que a especificada no rétulo.

Em 5 amostras os teores de fldor declarados nos
rétuloseram maiores do que os obtidos experimentalmente
e estes niveis variaram de 3 a 33,3%; 34 (87,2%) amostras
apresentaram teores de flior expressos nos rétulos menores
do que as concentrag¢des obtidas laboratorialmente e tais
diferengas variaram entre 4,3 e 93,5%.

Dentre as amostras analisadas, 27 (69,2%)
apresentaram teores de fliior em média 1,3 vez diferentes
(maiores e menores) do que os teores declarados nos
rétulos; e 10 (25,6%) apresentaram teores de fldor de duas
a nove vezes menores do que os especificados nos rétulos.

Das 39 marcas avaliadas, 38 (97.4%), exibiam em
seus rétulos a classificacao “dgua fluoretada’, sendo que a
obrigatoriedade desta informagao, conforme a legislacao
de dgua mineral no Brasil, deve ser declarada quando a
concentragao de fltor for superior ou igual a 1,0 mg/L".

DISCUSSAO

Entre os produtos que apresentaram aumento
continuo e expressivo de quantidade no consumo
pela populacido brasileira, destaca-se a dgua mineral,
evidenciando relevante mudan¢a de hébito e a
necessidade da vigilancia sanitdria deste produto. Este
aumento no consumo de dgua mineral é um fator que
interfere de forma negativa na prevengao da doenga carie
por meio da fluoretacao das aguas de abastecimento
publico, pois pesquisas sobre concentracdao de fluoretos
em 4aguas minerais ndo demonstraram, na maioria das
dguas minerais testadas, acdo anticarie (0,6 a 0,8 mg/L)>
43567 Apenas uma dentre as trinta e nove marcas de
aguas avaliadas, neste estudo, apresentava concentra¢ao
anticarie, sendo o restante com concentra¢ao sem
significado preventivo. A maioria das embalagens
(97.1%) destacava nos roétulos a dgua como sendo

fluoretada, apesar de ndo haver esta necessidade em
100% das dguas analisadas, conforme a Resolu¢io n°
274, de 22 de setembro de 2005". Esta classifica¢do
pode induzir o consumidor, que conhece o beneficio do
fluoreto no controle da cérie e sabe da sua existéncia na
dgua mineral’, a uma escolha e aquisi¢ao de um produto
com um objetivo que ndo serd atingido. Para contribuir
na escolha do consumidor com rela¢do aos beneficios
preventivos da dgua fluoretada seria necessario destacar
nas embalagens nao s6 que ela seja fluoretada, conforme
a legislacao'” de 4gua mineral (superior a 1,0 mg/L), mas
fluoretada com concentra¢do suficiente para exercer o
poder preventivo contra crie.

As amostras de dguas engarrafadas analisadas
neste estudo ndo podem ser classificadas como de risco
para o aparecimento da fluorose dentdria, diferentemente
de algumas amostras encontradas nos estudos de Villena
et al®e Greg et al°’que mostraram, respectivamente, 7,7%
e 8,5% das marcas analisadas com niveis acima de 1
mg/L de fldor.

Devido a disponibilidade e facilidade de acesso a
véarios veiculos contendo fluoretos, tais como dentifricios
e solugoes fluoradas, além dos alimentos e bebidas
industrializados e processados com dgua fluoretada, o
consumo de dguas minerais engarrafadas, ao invés de
dgua de abastecimento publico otimamente fluoretada,
por criancas durante a fase de formac¢do dos dentes,
parece ser mais segura com relagdo a fluorose, conforme
concentragdes encontradas neste estudo. Entretanto, em
alguns casos, nao é possivel aos consumidores terem
confianca na informagdo declarada no rétulo de algumas
marcas de d4guas minerais, pois concentra¢des mais altas
de fluoretos do que as descritas no rétulo, que colocam
em risco o aparecimento de fluorose, foram encontradas
em determinadas marcas de dguas minerais®®®.

O uso de dguas engarrafadas com o propoésito de
diluir o leite em p¢, preparar sucos e formulas infantis
para criangas com menos de trés anos de idade vem sendo
aconselhado para diminuir a exposi¢do cumulativa de
fluoretos” ¥, principalmente quando simultaneamente
hd uso de dentifricio fluoretado na fase em que ndo
hd controle da degluticdo e formacao dos incisivos
permanentes, que sao os dentes mais relevantes do
ponto de vista estético'®. As concentragdes de fluoretos
encontradas neste estudo confirmam a recomendag¢do
do uso destas dguas engarrafadas com o propésito de
diluir o leite em p§, preparar sucos e férmulas infantis
para criangas com baixo risco de carie.
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A Resolu¢ao n° 274, de 22 de setembro de 2005",
com o regulamento técnico para as dguas envasadas,
destaca que o produto que contém mais do que 2 mg/L
de fluoreto deve trazer obrigatoriamente, nos rétulos das
garrafas, que o produto nao é adequado para lactentes e
criangas com até sete anos de idade. Este limite proposto
e descrito na resolugdo nao é seguro para prevenir o
aparecimento de fluorose dentdria em criancas com
os dentes em fase de formagdo, se o consumo for feito
de maneira prolongada. Embora estudos de andlise da
concentragdo de fluoretos nas 4guas minerais mostrarem
concentragdes seguras com relagdo a fluorose, na maioria
das marcas, haveria a necessidade de rotular o produto
como sendo nao adequado para lactentes e criangas com
até sete anos de idade, quando sua concentra¢ao exceder
0,8 mg/L de fldor, a exemplo da Lei Municipal 12.623/98,
que proibe a comercializagao de 4dgua engarrafada
com teor de flior acima de 0,8 mg/L no municipio de
Sdo Paulo®. A pesquisa realizada sugere a revisio do
regulamento técnico das dguas envasadas'’ em relagao
a concentragdo minima de fluoreto necessdria, para
a obrigatoriedade de descri¢do no rétulo das édguas,
considerando o potencial de aparecimento de fluorose
dentdria e também, o constante aperfeicoamento das
acoes de seguranca e controle sanitdrios, por parte da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),
visando a prote¢do a saide da populacao.

CONCLUSOES

As concentragdes de flior encontradas nas dguas
minerais ndo foram consideradas um potencial para o
aparecimento da fluorose dentdria e tampouco possuem
significado preventivo anticarie, embora o produtor
destacasse na embalagem “4dgua mineral fluoretada”
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ABSTRACT

The quality of dairy products was investigated on 63 samples, being 24 nonindustrial-type ice creams, 19
pasteurized milk creams and 20 of cheese patés. The samples were analyzed for searching thermo-tolerant
coliforms, coagulase positive Staphylococcus, Salmonella spp., molds and yeasts, Bacillus cereus and Listeria
monocytogenes. Additionally, characterization of the enterotoxigenic potential of B. cereus for the codified
genes of enterotoxins NHE and HBL was also carried out by PCR technique; also the molecular subtyping
of L. monocytogenes allelic polymorphism of virulence genes actA and hly was performed. Thirty-three
percent (8/24) of ice cream samples and 15.8% (3/19) of milk cream samples did not comply with the
microbiological standards established by RDC N©12/2001 of ANVISA, because these products showed
thermo-tolerant coliform counts above the established limits. L. monocytogenes was detected in one milk
cream sample and those bacteria isolates were identified as belonging to the lineage I, which is potentially
pathogenic to human. Potentially enterotoxigenic B. cereus was isolated from the three kinds of products
analyzed in the present study. The degree of microbiological contamination found in this study reflects
the inadequate hygienic-sanitary conditions in processing the dairy products, indicating the necessity of a
best action, surveillance and control by sanitary authorities.

Keywords. Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Dairy Products, Pathogenicity, Polymerase Chain
Reaction.

RESUMO

A qualidade de produtos derivados do leite foi verificada em 63 amostras, sendo 24 de sorvetes artesanais,
19 de cremes de leite pasteurizados e 20 de patés de queijo. As andlises microbioldgicas foram realizadas
para averiguar a presenca de coliformes termotolerantes, estafilococos coagulase positiva, Salmonella spp.,
bolores e leveduras, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes. Além disso, foram realizados ensaios para
efetuar a caracterizagdo do potencial enterotoxigénico de B. cereus quanto aos genes codificadores das
enterotoxinas NHE e HBL por meio de técnica PCR e a subtipagem molecular dos genes actA e hly de
L. monocytogenes. As 33% (8/24) de amostras de sorvetes e 15,8% (3/19) de amostras de cremes de leite
estavam em desacordo com os padrdes microbioldgicos estabelecidos para coliformes termotolerantes, de
acordo com a RDC N°©12/2001 da ANVISA. A presenca de L. monocytogenes foi observada em apenas uma
amostra de creme de leite e os isolados da bactéria foram identificados como pertencentes a linhagem I, que
é potencialmente patogénica ao homem. B. cereus com potencial enterotoxigénico foi isolado nos trés grupos
de alimentos estudados. O perfil de contaminagao microbioldgica observado nos produtos avaliados neste
estudo serve de alerta para que os produtores melhorem as condi¢oes higiénico-sanitarias no processamento
e da necessidade das autoridades sanitarias em estabelecer maior controle desses produtos.

Palavras-chave. Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Produtos Lécteos, Patogenicidade, Rea¢do em
Cadeia da Polimerase.
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INTRODUCTION

Milk and dairy products constitute an excellent
medium for the development of deteriorative and
pathogenicmicroorganisms. Thepresenceofpathogens
in milk products has been a concerning question
of public health, since they have contributed to
innumerous outbreaks of foodborne diseases’.

The genera Salmonella, Staphylococcus, Bacillus
and Listeria are amongst the main microorganisms
involved in the contamination of dairy products.
Infections caused by the genera Salmonella are currently
considered as the most important causes of foodborne
diseases?, and outbreaks involving Salmonella enteritidis
in ice creams have been reported in the United States’
and England*°.

Another important microorganism prevalent in
ice creams is Staphylococcus aureus®”®°, which is the agent
of intoxication caused by the ingestion of a thermostable
toxin preformed in foods. In Brazil, the presence of
toxigenic Staphylococci, both coagulase positive and
negative, has led to two outbreaks associated with the
consumption of fresh Minas-type cheese and raw milk,
which was evidenced as a microorganism frequently
isolated in these foods'®!".

Contamination by Bacillus cereus is highly
significant, not only because it is widely spread in
the environment, presenting spores resistant to heat
treatment'?, but also due to its potential to cause emetic
diseases and diarrhea. Gastroenteritis is attributed to
the production of enterotoxins, including the hemolytic
(HBL) and non-hemolytic (NHE) complexes"’. Amongst
other foods, this disease has been associated with the
consumption of milk and dairy products’ and some
studies have isolated the microorganism in patés and
ice creams'*'>'¢, dairy creams'’, and raw and pasteurized
milk18,19,20.

Listeria monocytogenes is considered to be a
pathogen of considerable importance in public health,
causing infection in humans which, due to the gravity of
the disease, can lead to death'’. This pathogen has been
detected in various foods, but is more common in raw
milk and cheeses?"»*>***,

Genetic studies of virulent genes in L.
monocytogenes isolates have shown the existence of three
genetically distinct lineages, and by the assessment of
the allelic polymorphism of the virulence genes actA
and hly, may be divided into lineages I, II and III, with
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lineage I being considered to be the one with the greatest
pathogenic potential for humans®.

Considering the important participation of dairy
products in the population nutrition and the lack of
surveys with respect to the innocuousness of ice creams,
dairy creams and pétés in Brazil, the aim of this study
was to identify the hazards associated with the consume
of these products, sold in the city of Campinas-SP, and
the consequent compliance with the microbiological
pattern established by the Brazilian National Agency
for Sanitary Surveillance (ANVISA), the RDC 12/01%;
in addition, to verify the presence of Bacillus cereus
potentially enterotoxigenic and Listeria monocytogenes
in these products.

MATERIAL AND METHODS

Sampling

Sixty-three  samples of dairy products
commercialized at Campinas city (SP, Brazil) were
analyzed, consisting of 24 samples of artisan-type ice
creams with three different flavors produced in four local
ice cream manufacturers, 19 samples of pasteurized dairy
creams from six different brands and 20 samples of cheese
patés from different brands and with varied flavors, sold
in supermarkets. The samples were transported to the
laboratory in isothermal boxes with ice. Ice creams were
stored at freezing temperature (-17°C), and the other
products at 4°C, until analyzed.

Microbiological analyses

The microbiological analyses for the thermo-
tolerant coliforms, coagulase positive staphylococcal
count, detection of Salmonella spp., Bacillus cereus count
and the yeastand mold count were all carried out according
to the methodologies commended by the American
Public Health Association”. The presence of Listeria
monocytogenes was evaluated using the methodology
proposed by the Canadian Health and Food Branch®.

The thermo-tolerant coliforms count was carried
out using the Most Probable Number (MPN) technique
in a series of three tubes containing lauryl sulphate
tryptose broth (LST, Oxoid), incubated at 35°C/24-
48h, followed by transference to EC broth (Merck) and
incubation at 45°C/24-48h. For the B. cereus, coagulase
positive Staphylococcus and yeast and mold counts, the
surface streaking technique was used on mannitol egg
yolk polymixin agar (MYP, Difco) with incubation at



Martins IM, Kabuki DY, Kuaye AY. Determination and characterization of pathogens found in dairy products. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo,

68(3):359-65,2009.

30°C/24h, Baird Parker agar (BP, Difco) with incubation
at 35°C/48h, and dichloran Bengal rose chloramphenicol
agar (DBRC, Oxoid) with incubation at 25°C/4 days,
respectively. B. cereus and Staphylococcus spp. typical
colonies were identified morphologically by the Gram
stain and other specific biochemical tests”.

To detect Salmonella spp., 25 grams of sample,
pre-enriched in buffered peptone water (Oxoid)
were incubated at 35°C/24h and then transferred
to tetrathionate selective enrichment broth (Difco)
and Rapaport Vassiliadis (Oxoid), with incubation
at 35°C/24h and 42°C/24h, respectively. They were
then transferred to the selective media xylose lysine
desoxycholate agar (XLD, Difco), bismuth sulphite agar
(BS, Difco) and Hektoen enteric agar (HE, Acumedia,
Michigan) and incubated at 35°C/24h. Typical colonies
were transferred to triple sugar iron agar (TSI, Difco)
and lysine iron agar (LIA, Difco) and incubated at
35°C/24h. The isolates showing typical reactions in TSI
and LIA were identified by complementary biochemical
assays and serology?’.

The research of L. monocytogenes was carried
out using 25 grams of samples, which were enriched
in modified Listeria enrichment broth (LEB, Difco),
incubated at 30°C/24-48h, followed by enrichment
in modified Fraser broth (MFB, Difco), incubated at
35°C/24-48h. For isolation purposes, lithium chloride
phenyl ethanol moxalactam agar (LPM, Difco) and
Oxford agar (OXA, Difco) were used, and incubated at
30°C/48h and 35°C/48h, respectively. Typical colonies
were identified by the morphological characteristics and
biochemical tests™.

Characterization of the enterotoxigenic potential of
B. cereus

The enterotoxigenic potential of 25 isolates of B.
cereus was evaluated by determining the presence of the
genes nheA, nheB and nheC, codifiers for NHE complex,
and hblA, hblC and hbID codifiers for HBL complex by
the PCR (Polymerase Chain Reaction) technique. The
isolates were inoculated in brain heart infusion broth
(BHI, Difco) supplemented with 1% of the glucose
(Difco) and incubated in shaker at 200rpm, at 32°C for
18 hours. To DNA extraction, 250 ul of the broth were
centrifuged at 13.000 x g for 10 min. The supernatant
was discharged, the bacteria cells were suspended in
TE buffer [(Tris (Merck) 10mM, EDTA (Sigma) 1mM,
pH=7,5] and boiled in water bath at 100°C for 10 minutes

as previously utilized®”. The primers and PCR reaction
were carried out as described by Hansen; Hendriksen'’.

Subtyping of L. monocytogenes

The molecular subtyping of 10 isolates of L.
monocytogenes obtained from a sample of pasteurized
dairy cream was carried out by evaluating the allelic
polymorphism of the genes actA and hly. The gene actA
was characterized by the PCR technique and the hly
gene by the PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) technique using the restriction enzymes
Hhal and Hpall®.

RESULTS AND DISCUSSION

The microbiological standards established
for commercialized products in Resolution RDC ne
12/01 of the Brazilian National Agency for Sanitary
Surveillance (ANVISA)*, were adopted as the reference
for the thermo-tolerant coliforms, coagulase positive
Staphylococcus, Salmonella spp. and B. cereus counts in
the samples of ice creams, dairy creams and patés. The
frequency of samples not compliant with the patterns
established for the foods analyzed, is shown in Table 1.

The percentage of samples not compliant with
regulation was higher for ice creams, followed by dairy
creams and patés. Thirty-three percent (8/24) of ice
cream samples and 15.8% (3/19) of dairy cream exceeded
the standard pattern by containing 1.7 log MPN/g and 1
log MPN/g of thermo-tolerant coliforms, respectively.
The count of thermo-tolerant coliforms ranged from
<0.5 to 3.4 log MPN/g in ice creams and <0.5 to 3.1 log
MPN/g in dairy creams.

Another work in Brazil showed 58% of artisan-
type ice creams over the maximum acceptable limit
established by ANVISA for thermo-tolerant coliforms’.
In Korea, Jo et al.*® found coliforms counts in ice creams
ranging from 1.7 to 2.4 log CFU/g. The high quantity
of samples not compliant with the legal patterns found
for thermo-tolerant coliforms in ice cream and dairy
creams indicates contamination of fecal origin during
processing, suggesting the presence of enteropathogens.

However, 5% (1/20) of the paté samples were out
of pattern (3 log CFU/g) by containing 4.5 log CFU/g
of B. cereus. In contrast to the samples of dairy creams
and ice creams, they did not present thermo-tolerant
coliforms above the limit established for this product (2
log MPN/g).
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Table 1. Percentage of samples not compliant with the microbiological criteria established in RDC

12/2001(Brazil)

Number of non-compliant samples (%)

Food Number of Thermo-tolerant
samples coliforms
Ice cream 24 8(33.3)
Dairy cream 19 3(15.8)
Paté 20 0(0.0)

Coagulase positive  Salmonella Bacillus

Staphylococcus spp. cereus
0(0.0) 0(0.0) Nd*
0(0.0) 0(0.0) Nd*

0(0.0) 0(0.0) 1(5.0)

*Not determined as reference microbiological pattern (RDC N°12/01).

For the other established patterns, all the samples
exhibited counts of coagulase positive Staphylococcus
less than the legal limit of 2.0 log CFU/g, and absence
of Salmonella spp. (Table 1), thus complying with the
legislation. André et al.', to the contrary, found 66.7%
and 70.8% of samples positive for S. aureus in raw milk
and Minas-type fresh cheese manufactured in Goids,
Brazil.

% of samples

Figure 1. Frequency of Molds and Yeasts detected in milk products.

Determinations of molds and yeasts, B. cereus
and L. monocytogenes in ice creams and pasteurized
dairy creams, complementary to those required by
Brazil regulation, were performed to establish largeness
microbial profile for these products. The quantification
of molds and yeasts, considered as indicators of the
environmental conditions during processing, indicated
the high counts (Figure 1). Variations ranged from 2.0
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to 4.4 log CFU/g for ice creams, <2.0 to 6.5 log CFU/g
for dairy creams and <2 to 7.7 log CFU/g for patés. In
ice creams, the results were similar to those reported by
Warke et al.*! and Kanbakan et al.?, and than the ones
found by Jo et al.”.

The elevated numbers of fecal coliforms, yeasts
and molds found in the products evaluated, showed the
need for control practices with respect to environmental
contamination and the hygienic-sanitary condition of the
production line, and also during the commercialization
and handling of these products.

The complementary analysis for B. cereus
were carried out since this microorganism is widely
distributed in the environment and also because its
spores are heat resistant and can survive pasteurization,
which contributes to their presence in foods'®'. Figure
2 shows the results of the B. cereus counts found in
the samples, varying from <2 to 3.1 log CFU/g in the
ice creams, a result similar to that found by Warke
et al.’’. The count of 4.5 log CFU/g found in a single
sample of paté was similar to others values previously
described'*'s. Dairy cream samples revealed higher
counts (up to 7.4 log CFU/g), and for 10,5% (2/19) of
the samples, the count level may represent risk for the
development of diarrheic syndrome to consumer once
the infective dose of B. cereus have been associated to 5
log of feasible cells*. This pathogen was also found in
significant amounts in raw and pasteurized milk'® and
other dairy products such as fresh Minas-type cheese
and ricotta®**.

The present study and others already
published'®**** evidence the need for authorities
and producers to adopt B. cereus as a reference in
microbiological hazard control, particularly for dairy
products.
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Figure 2. Frequency of B. cereus detected in milk products.

The characterization of the enterotoxigenic
potential of B. cereus strains, performed via PCR of the
coding genes of the main enterotoxins, NHE and HBL
is shown in Table 2. From the 25 isolates of B. cereus
proceeding from the milk products, 100% (25/25) were
positive for at least one of the six genes tested, 32%
(8/25) were positive for the three genes coding for the
HBL hemolysin (hblIA, hblD e hblC), and the three genes
coding for the NHE enterotoxin (nheA, nheB e nheC)
were detected in 76% (19/25) of the isolates. Other
works with dairy products also observed the prevalence

of NHE complex genes in B. cereus isolates!'>!®!%202%33,
confirming that these genes appear to be present in the
majority of the isolates of this pathogen™®.

Among the 25 isolates of B. cereus, 6 distinct
toxigenic profiles were characterized (Table 2). For
ice creams, there was predominance of only one of
the genes that code the NHE complex (61.5%). The
isolates of dairy creams showed higher profile scope,
and 33.4% had all the analyzed genes. Among the patés,
only the three genes that express the NHE complex were
detected in two isolates, and all the genes (HBL and NHE
complexes) were detected in only one of the isolates.

The maximum biological activity of enterotoxins
(HBL and NHE) depends on the presence of three
proteins®**’. Therefore, most of the isolates exhibit
at least three HBL and/or NHE genes, and these are
potentially capable of producing enterotoxins in
favorable conditions.

The diversity among strains may increase the
chances of the persistent environmental contamination
to reach the finished products®. The food exposure to
air environmental during extended time, to improper
hygiene conditions on counters and equipment, and
to abusive temperatures are frequently associated to
eventual contaminations by foodborne pathogens and
enterotoxin production by B. cereus'®!*%.

L. monocytogenes may be found in several foods,
including patés**, ice creams®"*! and dairy creams*.
In our work, it was isolated only in one sample of
pasteurized dairy cream and Listeria welshimeri was

Table 2. Enterotoxigenic profile of B. cereus isolated from ice creams, patés and pasteurized dairy

creams
HBL NHE
hblA  hblC hbID nheA nheB nheC
+ + + + + +
- - - + + +
- - - + - +
- + + - - -
+ + + + + -
- - + + + -

Ice cream
23.1% (3/13)

61.5% (8/13)

Foods
Dairy cream
33.4% (3/9)

Paté
33.3% (1/3)

22.2% (2/9) 66.7% (2/3)

7.7% (1/13) 22.2% (2/9) 0
7.7% (1/13) 0 0
0 11.1% (1/9) 0
0 11.1% (1/9) 0

363



Martins IM, Kabuki DY, Kuaye AY. Determination and characterization of pathogens found in dairy products. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo,

68(3):359-65,2009.

Table 3. Frequency of Listeria species detected in milk product samples

Number of Number of
Food samples positive samples Species
analyzed (%)
. 1(5.25) L .monocytogenes
Dairy cream 19 1(5.25) L. welshimeri
Ice cream 24 1(4.1) 5 Wy
Paté 20 0 -

detected in two samples, one of dairy cream and one of
ice cream (Table 3). Similarly, L. monocytogenes has been
detected recently, with low frequencies (2.35% - 5.1%),
in other dairy products such as cheeses, raw milk, yogurt
and butter?"?>,

L. monocytogenes isolates from the dairy cream
sample were genetically characterized by studying the
allelic polymorphism of virulence genes actA and hly.
The gene actA has 2 alleles named as types 3 and 4,
according to the presence of 3 or 4 proline-rich repeats
regions®, and the type 4 was found among the isolates
investigated. PCR-RFLP distinguishes 8 alleles for gene
hly; allele 1 was identified in all the isolates evaluated,
thus belonging to lineage I, and considered particularly
pathogenic to human.

The analyses of actA and hly types enable us to
separate L. monocytogenes in three lineages®. Similarity
in works with ricotta cheese and Latin-type fresh cheese,
all the isolates were also lineage I***. Based on the
genetic characterization of the isolates, the pasteurized
dairy cream may represent a product that exposes the
consumer to risks, due to the presence of lineage I,
potentially pathogenic and previously associated to
human listeriosis outbreaks®.

This investigation has a great public health
importance and must have the attention of dairy
industries to apply the Good Manufacture Practices
throughout the production chain, and of the competent
authorities of public health, that must establish more
strict microbiological parameters and controls to
guarantee safety products to consumer and decrease
the incidence of food poisonings and costs in the health
sector.

364

CONCLUSIONS

Our findings highlights the high rate of thermo-
tolerant coliforms contamination in artisan-type ice
cream samples, far exceeding in some cases the regulation
limit. Regarding the patés samples, the different rates of
molds and yeasts and B. cereus may be associated to high
environmental contamination. Further the pasteurized
dairy creams were the products that showed a great
potential risk due to the high contamination level of
potentially enterotoxigenic B. cereus and the presence of
L. monocytogenes virulent strain.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi enriquecer pdo de forma com soro de leite em pd, disponibilizando ao produto final
maior concentra¢io de proteinas e minerais, especialmente célcio e f6sforo, além de incentivar o consumo de
derivados do soro de leite, residuo da industria de laticinios normalmente destinado a alimentagdo de animais
ou ao descarte. Esse ingrediente foi adicionado nas concentragdes de 5, 7,5 e 10%, sob duas diferentes formas: 1.
misturado diretamente a farinha; 2. dissolvido em dgua e tratado termicamente. Ainda, foi elaborado pao de forma
convencional, para fins de comparacdo. Os paes foram avaliados quanto a preferéncia e aceitacdo, e submetidos as
analises de pH, acidez, volume especifico e umidade. As concentra¢des de proteinas, lipidios, cinzas, cloretos, célcio
e fésforo foram determinadas somente nos paes selecionados nos testes sensoriais. Todos os paes foram aceitos, pois
obtiveram escores médios acima de 5,0 (“ndo gostei, nem desgostei”), entretanto os que continham 10% de soro de
leite em po tratado termicamente e 7,5% deste ingrediente, na forma nao tratada, foram selecionados, por terem sido
tao bem aceitos quanto o pao convencional, com escores médios acima de 7,0 (“gostei regularmente”). O uso de 10%
de soro de leite em pé promoveu incrementos de proteinas, célcio e fésforo (30,7%, 185% e 38,5%, respectivamente),
contribuindo para que o aporte didrio desses nutrientes alcance os niveis de recomendacdo preconizados.
Palavras-chave. pdo de forma, soro de leite em pé, tratamento térmico, valor nutritivo.

ABSTRACT

In this work the aim was to enrich pan bread with powdered whey, providing to the final product higher concentration
of protein and minerals, especially calcium and phosphorus, beyond to encourage the consumption of products
derived from whey, waste of dairy industry usually destinated for animal feed or disposal. This ingredient was added
in concentrations of 5, 7.5 and 10%, under two different forms: 1. mixed directly to the flour, 2. dissolved in water
and heat treated. Still, the conventional pan bread was elaborated, for comparison. The breads were evaluated for
preference and acceptance, and for pH, acidity, specific volume and moisture analyses. The proteins, lipids, ash,
chlorides, calcium and phosphorus analyses were determined only in the pan breads selected in the sensorial tests.
All pan breads were accepted, with mean scores above 5.0 ( “indifferent”), however, those containing 10% of heat
treated powdered whey and 7.5% of this non heat treated ingredient were selected because they were so well accepted
as the conventional pan bread, with mean scores above 7.0 ( “like regular”). The use of 10% of powdered whey
promoted increments in proteins, calcium and phosphorus concentrations (30.7%, 185% and 38.5% respectively),
contributing to the daily intake of these nutrients reaches the recommended levels.

Key words. pan bread, powdered whey, heat treatment, nutritive value.
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INTRODUCAO

O soro de leite, considerado principal residuo da
industria de laticinios, ¢ um derivado lacteo recomendado
como substituto do leite em diversos produtos alimenticios,
incluindo paes, podendo ser adicionado tanto na forma
fluida ou em po6 (integral ou fracionado). Suas proteinas
possuem um dos mais altos indices de valor biolégico,
quando comparadas com outras fontes protéicas como
ovos, caseina, carnes e, principalmente a soja. Quanto
aos minerais, é considerado uma boa fonte de célcio e
fésforo'?. Além dos beneficios nutricionais, pesquisas
demonstram diversos efeitos terapéuticos que as proteinas
do soro de leite parecem exercer no organismo, tais
como atividades anticAncer, antimicrobiana e antiviral,
antiulcerogénica, prote¢do ao sistema cardiovascular, acao
imunomoduladora, dentre outras®>*°.

A adigao do soro de leite em pé as formulagoes
de paes ird contribuir para a melhoria nutricional desses
produtos, especialmente em termos de proteinas de alto
valor biolégico e célcio, tendo em vista que a farinha de
trigo, principal ingrediente da panificagao, apresenta
deficiéncias em certos aminodcidos essenciais como
por exemplo, a lisina, e contém baixa concentrac¢do
(20mg/100g) e biodisponibilidade de célcio®. Essa pratica
promovera um maior aproveitamento dos nutrientes
do soro de leite na alimenta¢do humana, visto que
ainda predomina o seu uso na alimenta¢ao animal e o
descarte em aguas residuais, gerando sérios problemas
ambientais.

Quando acrescentados aos produtos de panifica¢ao,
o soro de leite em pé também promove melhoria nas
caracteristicas sensoriais, incrementando a cor da crosta
e conferindo maciez aos paes’. Entretanto, a concentra¢ao
desse ingrediente lacteo a ser adicionada nas formulag¢oes
de paes de forma tem sido limitada devido a problemas
associados a capacidade de absor¢ao de dgua pela massa,
gerando produtos com baixo teor de umidade.

Diversas pesquisas reportam redu¢do no tempo
de mistura e pouca elasticidade da massa, bem como
depressdo no volume de paes formulados com soro de
leite em pé em altas concentragdes e sem tratamento
térmico®”!. Esses efeitos negativos estdo associados a
interacdo entre proteinas do soro de leite e proteinas do
gluten'.

Alguns pesquisadores verificaram que a aplica¢ao
de tratamento térmico as proteinas do soro de leite
resultou em melhoria significativa na qualidade dos paes,

promovendo aumento no volume e redu¢ao na taxa de
envelhecimento, prolongando seu frescor®®. O objetivo
deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas
e sensoriais de diferentes formulagoes de paes de forma
enriquecidas com soro de leite em po, selecionando as
que obtiverem melhor aceitagao sensorial para fins de
avaliacao do valor nutricional.

MATERIAL E METODOS

Material

O soro doce de leite em p6 foi fornecido pela
empresa Alibra Ingredientes Ltda, localizada em
Campinas, Sao Paulo.

Os ingredientes usados para a produgao dos
pées de forma foram: farinha de trigo especial (1500 g),
fermento bioldgico seco instantaneo (15 g), aguicar cristal
(90 g), gordura vegetal hidrogenada (45 g), sal (25,5 g) e
dgua (825 mL), sendo adquiridos em estabelecimentos
comerciais de Joao Pessoa, PB.

METODOS

Formulagoes e elaboracao dos paes

Os paes de forma foram enriquecidos com soro de
leite em p6 nas concentragoes 5%, 7,5% e 10%, adicionado
sob duas diferentes formas: 1. misturado diretamente a
farinha; 2. dissolvido em parte da dgua da formulacao,
tratado termicamente a 80°C/10 minutos e resfriado a
10°C.

Um total de sete formulagoes foi avaliado: pao de
forma convencional (sem soro de leite em p6 - PC); paes
de forma com soro de leite em p6, misturado diretamente
a farinha (PSLP 5%, PSLP 7,5% e PSLP 10%) e paes
de forma com soro de leite em pdé, dissolvido e tratado
termicamente (PSLPT 5%, PSLPT 7,5% e PSLPT 10%).

Todos os ingredientes secos foram homogeneizados
em um misturador tipo espiral, na velocidade lenta por 15
minutos (até atingir o ponto de véu), sendo feita a adi¢ao
de SLPT e/ou dgua. Em seguida, a massa que se encontrava
com temperatura de 24 °C foi boleada e submetida a
descanso por 10 minutos, sendo posteriormente, dividida
em unidades de 750 g. Apds a modelagem manual, por¢coes
individuais foram colocadas em formas (22 x 11 cm)
previamente untadas com gordura vegetal hidrogenada e
transportadas até a ciamara de fermentag¢do, permanecendo
por, aproximadamente 1 hora e 40 minutos, a 35 £1°C.
Os paes foram assados a 200 °C por 20 minutos, e apds
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trés horas de resfriamento foram fatiados, embalados em
sacos pldsticos de polietileno e armazenados a temperatura
ambiente até a realiza¢ao das analises.

Anélises fisico-quimicas

As sete formulagoes de paes foram submetidas as
andlises de pH'?, em pHmetro da marca WTW-Germany,
modelo 330i; acidez titulavel'?,expressa em mL de NaOH
0,IN consumido por 10g de pao, até pH 8,5; volume
especifico’” e umidade'*(012/IV). As determinagdes de
proteinas' (036/IV), lipidios' (032/1V), cinzas'*(437/
IV), célcio'* (396/1V), cloretos'* (028/1V), fosforo® e
carboidratos, por diferenca, foram realizadas somente nas
formulagdes selecionadas nos testes sensoriais. Todas as
andlises foram efetuadas em triplicata.

Avaliagao sensorial

Os paes de forma com soro de leite em pé
foram avaliados 24 horas apds seu processamento, no
Laboratdrio de Analise Sensorial da Universidade Federal
da Paraiba, em cabines individuais sob luz branca, sendo
servidos em pratos brancos descartdveis codificados (trés
digitos aleatérios), acompanhados de um copo com dgua
mineral para enxdgue bucal.

No teste de compara¢ao pareada-preferéncia, 35
provadores nao treinados avaliaram a preferéncia dos paes
de forma em trés etapas: 1) foram julgados dois pares de
amostras, contendo soro de leite em p6 sem tratamento
térmico (PSLP 5% e PSLP 7,5%; PSLP 5% e PSLP 10%);
2) foram julgados dois pares de amostras contendo
soro de leite em po, dissolvido e tratado termicamente
(PSLPT 5% e PSLPT 7,5%; PSLPT 5% e PSLPT 10%);
3) foi julgado um par de amostras, constituido pelas
formulagdes preferidas na primeira e segunda etapas.
Quando nio foi verificada a preferéncia, optou-se pela
amostra de pao de forma com maior concentragao de
soro de leite em po.

A aceitagao foi avaliada de forma global por 50
provadores ndo treinados, utilizando escala hedonica de 9
pontos, com escores variando de 9 “gostei extremamente”
a 1 “desgostei extremamente” ', sendo consideradas aceitas
as amostras que obtiveram escores médios superiores a
5,0 (equivalente ao termo hedonico “nao gostei e nem
desgostei”)'.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saide (CCS)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (protocolo
n°0084).
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Anélise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos
paes tiveram inicialmente suas médias e desvios padrao
determinados, para posteriormente serem submetidos
aos testes de Lilliefors e Levene, a fim de serem verificadas
a normalidade e homocedasticidade. Os dados que
nao apresentaram normalidade e homogeneidade
foram analisados utilizando-se o teste ndo paramétrico
de Wilcoxon-Mann-Whitney'’. No teste sensorial de
aceitagao, foi realizada Andlise de Varidncia (ANOVA) e
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para comparagao
das médias. Esses dados foram processados utilizando-se
0 pacote estatistico “R”". Com rela¢do ao teste sensorial
de comparacdo pareada-preferéncia, os resultados
foram confrontados com valores tabelados, a 5% de
probabilidade’®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagao fisico-quimica dos paes

As médias e os desvios padrao das determinagoes
fisico-quimicas realizadas no pao de forma convencional
(PC) e nos paes contendo soro de leite em p6, nas duas
formas de adi¢ao (nao tratado e tratado termicamente)
e nas concentragdes 5%, 7,5% e 10%, estdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2.

Os valores médios de pH e acidez dos paes
variaram, respectivamente, de 5,20-5,49 e de 4,21-4,63
mL de NaOH 0,1N/10 g pao. Martinez-Anaya et al."”
verificaram valores de pH e acidez variando de 5,40-5,70
e de 2,9-4,5 mL de NaOH 0,1N/10 g pao, respectivamente,
para paes adicionados somente de levedura de padaria.
Quando bactérias lacticas foram adicionadas juntamente
com leveduras, o pH e a acidez variaram, respectivamente,
de 4,92-5,33 e de 3,38-5,13 mL de NaOH 0,1N/10 g de pao.

A adi¢ao de soro de leite em pé promoveu elevacao
no pH dos paes, sem alterar a acidez, com exce¢do da
formulagao PSLPT 10%, que apresentou acidez elevada,
indicando tratar-se de massa dcida. Quilez et al.*°ao
estudarem pdes fermentados somente por levedura de
padaria observaram que a aceitagdo aumentava com a
elevacdo no pH e reducao na acidez. Contrariamente, a
formula¢ao PSLPT 10%, com maior acidez, apresentou
boa aceitacao sensorial, semelhante a do pao de forma
convencional. Tebaldi et al.”'verificaram uma variagdo
no pH de 5,11 a 5,76, em paes de forma consumidos na
cidade do Rio de Janeiro, ndao sendo mencionados valores
de acidez.
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Tabela 1. Resultados das anélises fisico-quimicas dos paes de forma convencional e adicionado de soro de leite em po

Formulacoes

PC

PSLP 5%
PSLP 7,5%
PSLP 10%

pH

5,20° 0,04
5,30° +0,05
5,45¢+0,07
5,49 +£0,04

Acidez

(mL de NaOH Volurafn(:/sp_?)cifico Un;io;ia)\de
0,1N/10g de p3o) 9 °
4,212 +0,34 4,06° 0,36 34,922 0,26
4,422 +0,58 4,46 £0,19 32,85° +0,97
4,342 +0,32 4,06° +0,12 33,08>< +0,87
4,25 +0,50 4,142 +0,24 33,59¢ +0,95

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, a 5% de

significancia.

PC= pao de forma convencional (sem soro de leite em po); PSLP 5%, PSLP 7,5% e PSLP 10% = paes de forma contendo 5%, 7,5% e 10% de soro de

leite em po, na forma nao tratada; respectivamente.

Tabela 2. Resultados das andlises fisico-quimicas dos paes de forma convencional e adicionado de soro de leite em p6

tratado termicamente

Acidez

Formulacoes pH (mL de NaOH Vqur(r:;g/spf)aflco Um(loc/j:;\de
0,1N/10g de p&o) 9 °
PC 5,202 +0,04 4,217 +0,34 4,067 +0,36 34,927 +0,26
PSLPT 5% 5,38 +0,13 4,307 +0,53 4,1435 +0,14 36,04° +0,41
PSLPT 7,5% 5,43 +0,05 4,237 +0,28 4,20° +0,07 34,952 +0,93
PSLPT 10% 5,47¢ +0,05 4,63 +0,46 4,193 +0,16 34,099 +0,93

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, a 5% de significancia.
PC= péo de forma convencional (sem soro de leite em pd); PSLP 5%, PSLP 7,5% e PSLP 10% = pées de forma contendo 5%, 7,5% e 10% de soro de

leite em po tratado termicamente;respectivamente.

O volume especifico das formula¢cdes PC, PSLP e
PSLPT, nas diferentes concentragdes (5%, 7,5% e 10%),
ficaram acima de 4,0cm?®/g", destacando as amostras
PSLP 5% e PSLPT 7,5% que apresentaram aumento
no volume especifico quando comparado a formulagdo
PC. Esses valores foram considerados satisfatérios,
tendo em vista que Granito e Guerra® encontraram
valores de 3,70 cm®/g! para o volume especifico do pao
de forma convencional adicionado de dcido ascérbico
(100 mg/Kg de farinha). Esse aditivo ¢ adicionado para
melhorar a capacidade de retenc¢ao de gds pela massa,
consequentemente aumentando sua habilidade para
produzir pao com maior volume. Kulp et al.?, afirmaram
que a adi¢dao de proteinas do soro de leite ao pao de
forma contribui para aumento no volume especifico.
Contrariamente, Renner e Abdel-Salam'! relataram que

alguns peptidios presentes no soro de leite tém efeito
supressor no volume especifico de paes.

Em rela¢do a umidade, os paes de forma com e
sem adi¢ao de soro de leite em pé apresentaram teores
variando de 32,85% a 36,04%. A legislagao nao estabelece
limite para umidade em paes®. Tebaldi et al.?! encontraram
em paes de forma, valores para essa varidvel entre 34,20%
e 37,76%. Esses resultados demonstraram grande varia¢ao,
sendo necessario o estabelecimento de padroes que
assegurem qualidade aos produtos finais, assim como
estudos que associem a umidade com a aceitagao sensorial
de paes.

O teor de umidade dos paes com soro de leite
em po tratado termicamente foi superior ou igual ao do
produto convencional, sendo superiores aos dos paes
contendo esse ingrediente, na forma nao tratada. O
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tratamento térmico aplicado ao soro de leite em p6 parece
ter contribuido para o incremento observado no teor dessa
variavel, considerando que as proteinas do soro de leite
sdo, em geral, muito soldveis, nao se ligando, portanto, a
grandes quantidades de dgua em sua conformagao nativa, e
o tratamento térmico das proteinas leva as suas moléculas
a se desenovelarem e a aumentarem sua capacidade de
retenc¢do de agua®.

Avaliagao sensorial
Teste de comparagdo pareada-preferéncia

A primeira etapa do teste de comparagao
pareada-preferéncia realizada com os pares de amostras
de paes contendo soro de leite em pd sem tratamento
térmico (PSLP 5% e PSLP 7,5%; PSLP 5% e PSLP 10%)
revelaram preferéncia (p-valor<0,05) pela formulagao
PSLP 5%, quando comparada a formulagdo PSLP10%.
Nao foi verificada preferéncia (p-valor>0,05) entre o par
PSLP 5% e PSLP 7,5%. Neste caso, a amostra com maior
concentragdo de soro de leite em po foi selecionada para
a terceira etapa da avaliagdao. Na segunda etapa, quando
os pares de amostras de paes contendo soro de leite em p6
tratado termicamente (PSLPT 5% e PSLPT 7,5%; PSLPT 5%
e PSLPT 10%) foram comparados, os resultados indicaram
que ndo houve preferéncia (p-valor>0,05) por nenhuma
formulacao, portanto optou-se pela amostra PSLPT 10%.
Na terceira etapa, foram comparadas as formulagoes
selecionadas na primeira e segunda etapas (PSLP 7,5% e
PSLPT 10%), ndo tendo sido verificada preferéncia entre as
amostras (p-valor>0,05). Logo, essas formulagoes tiveram
sua composicao quimica determinada.

Teste de aceitagdo
Os resultados do teste de aceitagao realizados nos
pées de forma contendo soro de leite em pé com e sem

tratamento térmico, nas diferentes concentragoes, estao
apresentados na Tabela 3.

Quanto a aceitagao, foi verificado que todas as
amostras de paes testadas foram consideradas aceitas
pelos provadores, pois obtiveram escores médios acima
de 5,0 (“nao gostei e nem desgostei”)'e. As médias dos
escores atribuidos pelos consumidores variaram de 5,8 a
7,8 situados entre a faixa da escala heddnica “ndo gostei,
nem desgostei” a “gostei moderadamente”. Battochio et
al.®encontraram médias variando de 5,96 a 6,81 para pao
de forma integral, utilizando escala heddnica de 9 pontos.

Quando o soro de leite em p6 foi adicionado, na
forma nao tratada, a formulac¢ao PSLP 7,5% apresentou
a melhor aceitacdo e apesar da formulacao PSLP 5% ter
sido preferida quando comparada com PSLP 10%, no
teste de aceitacao nao foi verificada diferenca significativa
(p-valor>0,05) entre essas amostras (Tabela 3).

Todas as formula¢oes que receberam adi¢do de
soro de leite em poé tratado termicamente apresentaram
escores médios acima de 7,0 (“gostei regularmente”),
indicando boa aceitagao. A formula¢ao PSLPT 10%
apresentou melhor aceitagao que a PSLPT 5% e nao diferiu
(p-valor>0,05) da PSLPT 7,5% (Tabela 3).

Quando a aceita¢ao da formulagao PC foi
comparada com as duas formula¢des contendo soro
de leite em po, selecionadas no teste de comparac¢io
pareada-preferéncia (PSLP 7,5% e PSLPT 10%), nao foi
verificada diferenca significativa (p-valor>0,05) entre
elas (Tabela 3).

Composigdo quimica dos pdes selecionados

Na Tabela 4 estao apresentadas as médias e os
desvios padrdao da composi¢ao quimica do pao de forma
convencional (PC) e dos pdes de forma contendo soro
de leite em po, nas duas formas de adicao (ndo tratado e

Tabela 3. Resultados do teste de aceitacdo sensorial dos paes de forma convencional e adicionado de soro de leite em

po, com e sem aplicacdo de tratamento térmico

. Escores .
Formulacoes T Formulacoes
médios
PSLP 5% 6,12+0,68 PSLPT 5%
PSLP 7,5% 7,8°+0,89 PSLPT 7,5%
PSLP 10% 5,8°+0,63 PSLPT 10%

Escores - Escores
1 Formulacoes 1
médios médios
7,12+1,60 PC 7,7°+0,76
7,6 +1,07 PSLP 7,5% 7,82+0,89
7,8°+1,26 PSLPT 10% 7,82 +1,26

Medias seguidas de Tetras iguais, na coluna, nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a p-valor > 0,05.
PSLP = paes de forma contendo soro de leite em pd; PSLPT= paes de forma contendo soro de leite em pd, na forma tratada termicamente; PC= pao

de forma convencional.
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Tabela 4. Resultados da composicado quimica dos paes de forma convencional e com soro de leite em pd , nas duas

formas de adicdo, selecionados nos testes sensoriais

Variavel
PC
Umidade (g/100g) 34,852 + 0,21
Proteinas (g/100g) 6,972 + 0,30
Lipidios (g/100g) 3,00 + 0,27
Carboidratos” 53,872
Cinzas (g/100q) 1,30% + 0,07

Cloretos™ (mg/100g) 242,81* +£6,18

Calcio (mg/100g) 31,832 £0,11

Foésforo (mg/100g) 87,90° £ 13,67
“Obtidos por diferenca; ™ Cloretos, em Cloreto de Sédio

Formulacoes

PSLP 7,5% PSLPT 10%
32,43 +0,38 34,64* +0,78
7,91° £ 0,20 9,11< £ 0,36
2,17 £0,52 3,91 £ 0,67

55,88° 50,51¢

1,61° £0,03 1,82¢ £ 0,05

231,59 + 12,34 226,18° +6,12

74,67° + 4,00 90,60° + 6,88

115,30° + 11,07 121,71° £1,93

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem signitivamente entre si, pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(teste U), com nivel de 5% de significancia.

tratado termicamente) e nas concentra¢oes selecionadas
(7,5% e 10%).

A adi¢ao de soro de leite em p6 promoveu elevacao
no teor de proteinas dos paes, com incrementos de até
30,7% quando comparado ao produto convencional,
contribuindo também com o acréscimo de aminodcidos
essenciais a proteina do trigo, indicando melhoria no
perfil desses aminodcidos, e consequentemente na
digestibilidade.

De acordo com a Portaria n° 27 de 13 de Janeiro
de 1998% um alimento sélido é considerado fonte
de proteinas quando contém, no minimo, 10% da
Ingestao Didria Recomendada (IDR), para diferentes
estagios de vida e grupos de individuos. Com base nesta
recomendagio, o pao contendo 10% de soro de leite em
p6 pode ser considerado alimento fonte de proteinas
para todos os grupos de individuos, incluindo gestantes
e lactantes, grupo com maior necessidade de ingestao
desse nutriente.

O teor de cinzas foi maior nos paes com soro de
leite em pd, podendo essa elevagao ser devido ao aumento
na concentra¢ao de minerais como calcio e fésforo. Com
relagdo ao teor de cloretos, nao foi verificada elevacao de
concentragao com a adi¢ao de soro de leite em p9, o que
é satisfatorio, tendo em vista que o aumento na ingestao

de sédio pode contribuir para o aparecimento de doengas
cardiovasculares.

As concentragdes de calcio e fésforo nos paes
de forma com soro de leite em p6 foram maiores que
as verificadas no pdo de forma convencional, com
incrementos de até 185% e 38,5%, respectivamente. O
pao contendo 10% de soro de leite em pé disponibilizou
concentragao de cdlcio (90 mg/100 g) equivalente a 15%
da Ingestdao Didria Recomendada (IDR)* recomendada
para criancas de até seis anos, entretanto, para o fésforo o
incremento nao foi suficiente para classificar o pao como
alimento fonte desse mineral”. O fésforo e o calcio sao
considerados minerais fundamentais para o organismo,
sendo responséveis pelo metabolismo dos ossos e dentes,
ajudando na prevengao e combate a osteoporose®.

A concentragio de lipidios nos paes variou de 2,17
a3,91%. Na literatura, foram verificados valores acima de
3% para pao de forma adicionado de leite, enquanto que
em paes tradicionais foi citado o valor de 2,6%%.

CONCLUSAO
A adic¢do de soro de leite em pé a formulagiao

de pao de forma resultou em produto final com boa
aceitacdo sensorial, contribuindo para a melhoria do
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valor nutricional, especialmente em termos de proteinas
de alto valor bioldgico e célcio. A aplicagdo de tratamento
térmico ao soro de leite em pd permitiu adicionar maior
concentragao desse ingrediente (10%) ao pao de forma,
elevando a umidade e tornando-o tao bem aceito quanto

op

a0 de forma convencional.
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RESUMO

Dentre os varios produtos originarios da banana, a producio de doces é um dos segmentos mais importantes
com abrangéncia de pequenas e grandes agroindustrias, o que resulta em produtos com grande variabilidade.
Com o objetivo de conhecer as principais caracteristicas de doze marcas de bananadas foi feito levantamento
dos principais componentes informados nos rétulos, sua composi¢do fisico-quimica e aceitacdo. Os dados
foram avaliados por anélises uni e multivariadas. Algumas marcas de bananadas vendidas no mercado
brasileiro nao estdo em conformidade com a legislagio que regulamenta a rotulagem de alimentos. Os
produtos apresentaram diferencas significativas em todos os componentes avaliados, pH, sélidos soltuveis
totais, acidez total tituldvel, vitamina C, agtcares redutores, agticares totais, textura e cor. A acidez total
titulavel e os sélidos soluveis totais foram os principais responsaveis pela divergéncia dos doces analisados.
Com relagdo a aceitacdo foi constatada diferenca significativa quanto as caracteristicas de textura e de
sabor entre as amostras comerciais analisadas. Na analise de cluster houve a formagao de dois grupos, com
tendéncia de agrupamentos entre os doces produzidos nas mesmas regioes. O estudo mostrou a necessidade
de estabelecer a regularizagdo e padroniza¢ao desses produtos.

Palavras-chave. Doce de banana, agroindustria, caracterizagio fisico-quimica, analise de cluster.

ABSTRACT

Among the several banana products, the remarkable one is the marmalade production, including the
small and large agro-industries which result in a high variety of products. With the objective of evaluating
the main features of these products, the present study investigated the physical-chemical and sensory
characteristics of twelve marketed marmelades collected from different regions of the country. The data
were analyzed by univariate and multivariate analysis. The products presented significant differences in all
of the evaluated characteristics and components (pH, total soluble solids, total tritable acidity, vitamin C,
reducing sugars and total sugars, color and texture). The total tritable acidity and soluble solids were the
variables responsible for the divergence among products. Differences on texture and flavor aspects were
found among samples. On the cluster analysis, two groups were delineated, with a trend in gathering the
marmalades produced at the same regions. A lack of regulation and standardization for manufacturing
these products was evidenced.

Key words. banana preserves, acceptance, agro-industry, physical chemical characterization, cluster
analysis.
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INTRODUCAO

Aindustrializacdo é fundamental a manutenc¢ao da
bananicultura. Sendo a banana um fruto que amadurece
rapidamente, é responsdvel por perdas pés-colheita que
variam desde 22% a 40% .

Muitos produtos podem ser obtidos com bananas
como puré, néctares, sucos, farinhas, flocos, banana passa
e doces em massa’. Entretanto, a producao de doces
¢ um dos segmentos mais importantes, abrangendo
produtos como balas, doces de corte, doces cremosos e
mariolas*.

O processo de obtengdo de doces de banana
de corte consiste na concentragdo da polpa de banana,
previamente acidificada, com agticar e pectina até atingir
73°Brix de concentragdo, de forma que possibilite o corte
de mariolas, balas e bananadas’.

A legislagao contempla bananadas no contexto
geral de produtos de frutas, ou seja, produtos elaborados
com frutas inteiras ou em partes, obtidos por secagem
e ou desidrata¢dao e ou laminac¢do e ou coc¢dao e ou
fermentagdo e ou concentra¢do e ou congelamento e
ou outros processos tecnoldgicos considerados seguros
para a produgdo de alimentos. Estes produtos devem ser
designados por denominagdes consagradas pelo uso®.

Ha grande variedade de bananadas no mercado
brasileiro, comercializadas em embalagens de celofane e
madeira, em geral oriundas de produgao artesanal e em
latas, quando produzidas por industrias maiores. Suas
vendas assim como sua produ¢io ocorrem em todo o
territério nacional’.

Na prdtica observa-se a falta de homogeneidade
destes produtos sendo necessario primeiramente conhecer
composi¢ao dos doces de banana disponiveis no mercado,
de forma a subsidiar informagdes que contribuam para o
estabelecimento de um padréo.

Alguns trabalhos foram realizados nesta linha,
com doces de goiaba®. No entanto, para doces de banana
as informagdes sdao escassas. Assim, o objetivo desse
estudo foi caracterizar a composigado fisico-quimica e a
aceitabilidade de doces de banana comerciais.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 12 amostras de bananadas (A,
B,C,D,E,EG,H,1,J,K, L) em latas de 700 g, produzidas
no Estado de Sao Paulo, Ceard, Paraiba, Pernambuco
e Rio Grande do Norte. Foi feito o levantamento dos
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ingredientes declarados nos rétulos e verificados se os
mesmos estavam em conformidade com a legislacao.

As andlises fisico-quimicas realizadas foram: pH
método n° 017/IV?. Teor de s6lidos soltveis totais (SST),
método 932.12'% Acidez total tituldvel (ATT), método
n° 942.15', Vitamina C (4cido ascérbico), método de
Tillmans''; acticares redutores e totais, por titulometria'?,
resultados em % de glicose.

A cor foi avaliada em colorimetro MINOLTA
CR300, sistema CIE L*a*b* (L*=luminosidade; a* (+) =
intensidade de vermelho; b*(+) = intensidade de amarelo).
A textura foi medida em texturometro TAXT2i" com
sonda cilindrica de ago inoxidavel (@ 6mm). A compressao
foi realizada a uma velocidade de 1mm/s, com distancia
de penetragao de 20mm. Em cada amostra, foi avaliada
a dureza (DUR), for¢a de resisténcia maxima oferecida
pela amostra antes da ruptura da superficie do gel, em
gramas e adesividade (ADES), energia para remogao da
sonda, correspondente a drea negativa sob o grafico da
textura, em g.mm.

Para a avaliagao sensorial utilizou-se o teste
afetivo de aceitagdo, escala verbal e numérica de sete
pontos, NBR 14141 na qual: 1 = desgostei muito, 2 =
desgostei regularmente, 3 = desgostei ligeiramente, 4 =
ndo gostei nem desgostei, 5 = gostei ligeiramente, 6 =
gostei regularmente, 7 = gostei muito. 1. Os atributos
avaliados foram aparéncia geral, cor, aroma, textura e
sabor utilizando a escala de quanto gostou ou desgostou
de sete pontos. Participaram dos testes 30 pessoas do
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura
Tropical.

O estudo foi conduzido no delineamento intei-
ramente casualizado com 12 tratamentos e 4 repetig¢oes.
Para os dados obtidos foram realizadas andlises de
variancia e as médias dos tratamentos foram agrupadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). Foram utilizadas técnicas
multivariadas de andlise de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical
Average) com base na distdncia de Mahalanobis e analise
de componentes principais. Utilizou-se o programa
STATISTICA'" e GENES — Aplicativo Computacional em
Genética e Estatistica '°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Resolugao RDC n° 259" os
ingredientes devem estar presentes nos rétulos em ordem
decrescente de propor¢ao. Além disso, a informagao dos
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aditivos alimentares deve constar sua func¢do principal, seu
nome completo ou seu niimero INS (Sistema Internacional
de Numera¢ao) ou ainda ambos.

Verifica-se na Tabela 1 que todos os produtos
avaliados estao em conformidade com a legislagao, ou seja,
a ordem de declaragao dos ingredientes foi decrescente,
indo do ingrediente utilizado em maior quantidade até
aquele de menor quantidade. Com rela¢ao a informagao
sobre os aditivos alimentares observou-se que a maioria
dos produtos nao estao em conformidade com a resolugao
uma vez que ndo informaram a finalidade do uso do
aditivo ou o seu numero no sistema INS '8,

Caracterizacgao fisico-quimica

O valor médio de pH foi 4,25 sendo que a maioria
dos produtos situou-se entre 4,26 a 4,39 com exce¢ao das
amostras A,C e I, as quais apresentaram pH inferiores
as médias obtidas (Tabela 2). O teor de s6lidos soliveis
totais dos produtos comerciais variou de 71,0 a 82,66
°Brix, sendo que a faixa de SST dos produtos situou-se
entre 74,0 e 75,3 °Brix.

A acidez total tituldvel variou de 0,40 a 1,20 %
de 4cido citrico, com média de 0,733% (Tabela 2). Os
produtos menos dcidos foram os da marca J, L e H.
Importante ressaltar que sete dos produtos analisados
continham acidulantes nos rétulos, sendo que seis destes
usam o dcido citrico (Tabela 1).

A vitamina C variou entre 0,84 até 7,92 mg/100g.
Para os aguicares a variacao foi significativa tanto para
os redutores quanto para os agticares totais. As amostras
apresentaram teores de aguicares redutores variando de
26,55 % (J) a52,82% (H). A média de aguicares totais das
bananadas, avaliadas neste estudo, foi de 50,48% de glicose
(Tabela 2), com variacoes de 41,01% (L) a 59,11% (G).
Em estudo das propriedades reoldgicas de 5 formula¢oes
de doce de banana realizadas por Toledo' obteve a média
de 44,96% de agucares redutores nas amostras cujos teores
variaram de 24,75% a 63,10%.

A andlise de cor neste estudo mostrou grande
variabilidade entre as amostras (Tabela3). Os valores de L*
indicaram a predominancia de cores escuras, com valores
entre 25,93 e 37,58; sendo as amostras A, B,C e D as que se

Tabela 1. Ingredientes declarados nos rétulos das bananadas comerciais

Marcas Ingredientes Origem

A Banana e acucar. Contém acidulante Paraiba
(4cido citrico)

B Banana, aclcar e pectina. Contém Pernambuco
acido citrico

C Polpa de banana, aclcar, pectina Pernambuco
citrica, acido citrico e benzoato de
sédio

D Polpa e banana, acucar cristal e Pernambuco
acidulante acido citrico

E Banana, aclcar, pectina e &cido Ceara
citrico

F Polpa de banana e aclcar. Contém Ceara
acidulante Hll acido citrico

G Polpa de banana e aclcar. Contém Ceard
acidulante acido citrico

H Polpadebanana, aclicar e conservador Sao Paulo
sorbato de potassio

I Banana, acucar, acidulante HIll &cido Rio Grande do Norte
fosférico

J Banana, acucar, glucose e espessantes Sao Paulo
agar e goma jatai

K Banana, acucar e canela Sao Paulo

L Polpa de banana e acutcar Sao Paulo
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Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas de bananadas comerciais

A 3,863d 73,400 e 0,713 f 4,200 bc 44,510 bc 52,760 a

C 4,023 ¢ 71,000 fg 1,200 a 2,700d 39,043 cd 54,276 a

E 3,916d 82,666 a 0,993 b 1,090 ef 36,126 de 57,033 a

G 4,266 b 75,266 cd 0,790 de 2,246 de 48,893 ab 52,523 ab

I 4,026 ¢ 76,733 b 0,803 de 0,846 f 46,300 abc 54,550 a

K 4,306 b 71,733 f 0,503 ¢ 3,426 cd 35,016 de 45,323 ¢
Média 4,251 74,8157 0,733 3,176™ 39,336™ 50,484
CV (%) 1,61 0,53 2,34 14,82 6,36 4,67

Meédias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)

Tabela 3. Valores médios dos parametros de cor e textura de bananadas comerciais

A 117,79 bcde -354,27 ab 36,08 a 0,33d 8,26 bc

C 172,69 b -479,42 ab 37,61 a 0,82 d 12,68 a

E 75,11 e -571,42 b 30,99 cd 4,80 bc 7,88 bcd

149,69 bcd -597,62 b 32,69 bc 0,67 d 8,01 bcd

| 104,59 cde -533,14 ab 29,12 de 3,98 ¢ 6,28 cde

K 286,82 a -434,86 ab 2593 e 5,73 abc 4,73 e

Média 179.574** -443,298* 31,612** 3,480** 8,410**

edias seguidas da mesma letra, nas colunas, nao diterem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,

W
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apresentaram mais claras, com valores de L* mais altos, e
asamostras H,J e K, as mais escuras, provavelmente devido
ao escurecimento nao-enzimdtico mais pronunciado
durante o processamento.

Com relagao aos parametros a* e b*, os valores
baixos nas amostras evidenciam pouca colorac¢ido
(cromaticidade), com a predominincia do amarelo
(componente b*) em praticamente todas as amostras
(Tabela 3). Por outro lado, as amostras com maiores
valores do componente a*, correspondente a cor vermelha,
foram as amostras H, J, K e L, que apresentaram uma
cor marrom mais escura, provavelmente pela formagao
dos pigmentos em maior intensidade resultantes do
processamento, como ocorreu com o pardmetro L*.

A forga médxima de resisténcia a penetragao variou
de 75,11g a 306,08 g, sendo as amostras B, H,K e L as que
mostraram maior firmeza (Tabela 3). A grande variagao
nos valores de forca médxima observada entre as amostras
indica diferencas na estrutura do gel dos produtos, em
decorréncia da variabilidade nas formulacoes e métodos
de processamento de cada produto. A formagdo do gel e
suas caracteristicas finais estdo diretamente relacionadas
ao teor de sélidos soluveis, pectina, dcido e teor de polpa®.
A média obtida para a firmeza das bananadas comerciais
foide 179,57 g, sendo inferior a outros produtos similares,
como doces de goiabas que apresentam firmeza média de
453,7 g 2.

Com rela¢do a adesividade, os doces apresentaram
valores variando de -147,72 g.mm a -597,62 g.mm (Tabela
3). O aumento da energia de remog¢ao da sonda durante o
teste de textura, evidenciado pelo aumento da adesividade
que em geral é devido ao elevado teor de sélidos solaveis,
como no caso das amostras E,F, G, I e L.

Anélise sensorial

Todos os atributos foram avaliados entre 5 e 6
(gostei ligeiramente e gostei regularmente) sendo que os
mais apreciados foram a cor e o sabor (Tabela 4). Com
relagao a aparéncia nao houve diferencas significativas
entre as amostras, assim como nao houve para a cor e o
aroma. No caso do aroma, este pode ser devido a rapida
adaptagdo dos receptores do olfato quando submetido
a um estimulo constante??. Outros trabalhos realizados
para avaliar o aroma de doces também mostraram ndo
haver diferengas neste atributo?. Quanto a textura das
bananadas, as diferengas foram significativas, os doces G e
L apresentaram maiores valores, no entanto nao diferiram
significativamente das bananadas A, B, C,F, H, ] e K (Tabela
4). Asbananadas E eI obtiveram o menor valor para textura,
diferindo estatisticamente da demais amostras.

Para o sabor houve diferencas significativas entre
as amostras A, F, G e L diferindo das amostras D e H .
O maior valor recebido, neste atributo, foi atribuido a
amostra G. Em avalia¢do de formulagoes de doces de

Tabela 4. Teste de aceitagao em relagdo a aparéncia, cor, aroma, textura e sabor de bananadas comerciais

coooooo,\o/r;aqooccoooooooooooococoooooooooooooocoooooooooooocccoooooooooooococoo.oooooooooocoooooooooooooccooo.oooooooooooooooo

Marcas Aparéncia Cor
A 5,40 a 5,59 a
B 4,51 a 4,66 a
C 5,14 a 5,51 a
D 4,29 a 525a
E 4,66 a 5,44 a
F 5,40 a 533a
G 5,40 a 511a
H 511a 4,85 a
| 4,11 a 4,81 a
J 5,40 a 551a
K 503a 522a
L 5,48 a 5,48 a
5,00m 5,237
C.V(%) 32,04 29,45

Aroma Textura Sabor
5,22 a 5,11 abc 5,66 a
5,07 a 5,11 abc 5,33 ab
4,70 a 5,48 abc 4,96 ab
481 a 4,48 bc 470D
4,62 a 4,25c¢ 5,11 ab
5,14 a 5,77 ab 5,62 a
5,59 a 5,85a 6,07 a
5,18 a 4,59 abc 4,07 b
5,22 a 4,40 c 4,88 ab
5,48 a 5,29 abc 5,18 ab
5,70 a 5,40 abc 5,22 ab
5,14 a 5,85 a 5,88 a
5,16M™ 5,13%* 5,22%%
29,50 29,63 31,26

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)
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banana, houve diferencas significativas na textura (oral,
tactil e visual), na cor e no sabor. No atributo aroma as
amostras comerciais avaliadas, ndo diferiram entre si'°.
Somando-se todos os atributos verifica-se que as
bananadas L, G e F tiveram melhor aceitagao.

Anélise de agrupamentos

No estudo fisico-quimico a acidez total tituldvel
e os solidos solaveis totais foram as varidveis que mais
contribuiram para a diversidade das bananadas comerciais
respondendo por 72,13% da divergéncia apresentada nas
amostras (Tabela 5). O pH, a forca e a cor (intensidade
de amarelo e intensidade de vermelho) por 17,93%. As
demais varidveis responderam pelo restante do grau de
divergéncia.

Na andlise de agrupamentos observa-se a formagao
de dois grandes grupos de doces que apresentaram algum
grau de similaridade (Figura 1). O grupo 1 inclui apenas
aamostra C (Ceard) e o grupo 2 é formado pelo restante
dos produtos. No grupo 2 verifica-se a formagdo de 2
subgrupos, o subgrupo 1 que abrange as amostras K, L, ]
e H (Sao Paulo) e o subgrupo 2 com as bananadas E, D,
I, B, G, F, A (Ceara, Pernambuco, Rio Grande do Norte
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300

200

100
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade entre bananadas comerciais.

e Paraiba). Os produtos de maior similaridade foram os
doces G e F (Ceard), em seguida J e L (Sao Paulo).

Associando-se os agrupamentos formados pela
composicao fisico-quimica das bananadas com a regiao
de origem verifica-se que os produtos tendem a serem
similares nos seus locais de fabricag¢do. Este fato deve
ocorrer em fun¢do da matéria-prima utilizada e do tipo
de processo empregado.

Tabela 5. Contribuicao relativa (Sj) de onze caracteristicas para a diversidade de bananadas comerciais

Caracteristicas Sj (%)
Acidez total titulavel 39.861,57313 55,55
Sélidos soltveis totais 11.896,89738 16,58
pH 4.079,800159 5,69
Forca 3.819,870934 5,32
b* (intensidade de amarelo) 2.696,193681 3,75
a* (intensidade de vermelho) 2.275,723617 3,17
Acucares totais 2.093,488971 2,91
AcUcares redutores 1.982,066793 2,78
Vitamina C 1.616,926852 2,25
L (luminosidade) .249,595529 1,74
Adesividade 192,895347 0,26
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Anélise de componentes principais CONCLUSAO

Os dados da analise sensorial mostram que
os coeficientes de ponderacao dos cinco primeiros  °
componentes principais, relativos a cada caracteristica
avaliada, explicam 78,29% da varia¢ao total disponivel -
(Tabela 6).

Na analise de componentes principais (Figura2)
verifica-se a formac¢ao do grupo 1 formado pelas amostras
(1-A,6-F, 10-],12-L, 3-C), do grupo 2 pelas amostras (2-B,  *
8-H, 9-1), do grupo 3 formado pelas bananadas 7-G e
11-M e do grupo 4 pelos doces 4-D, 5-E.

As varidveis de maior peso no componente 1
foram a textura e a aparéncia, no componente 2,0 aroma
e a cor (Figura 3), portanto, todas estas varidveis citadas
foram as mais importantes na diferenciagao dos doces de
banana comerciais.

Ha grande variagao na composi¢ao fisico-quimica destes
doces bem como nas caracteristicas de cor e textura;
Na andlise sensorial as diferengas foram significativas
somente para textura e sabor;

A acidez total titulével e os s6lidos soliveis totais foram
os principais responsaveis pela divergéncia dos doces;
Na andlise de cluster houve a formagao de 2 grupos, um
com a amostra C e outro com o restante dos produtos.
H4 uma tendéncia dos doces produzidos nas mesmas
regides terem composigoes fisico-quimicas similares.
Na andlise de componentes principais os provadores
foram divididos em 4 grupos; a textura e a aparéncia
foram os atributos mais importantes na diferenciacao
entre as marcas.
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Figura 2. Disperséo gréfica dos escores de 12 bananadas comerciais em

- . . Figura 3. Atributos sensoriais das bananadas comerciais em relacao a
relacéo a aceitacdo dos consumidores.

aceitacao dos consumidores.

Tabela 6. Os componentes principais e os coeficientes de ponderacdo da aceitacdo de bananadas elaboradas com
variedades resistentes a Sigatoka-negra.

Componente Autovalores Vari?ncia Autovalores Variancia
explicada acumulados Acumulada (%)
1 2,709360 54,18720 2,709360 54,1872
2 1,205604 24,11207 3,914964 78,2993
3 0,598168 11,96335 4,513131 90,2626
4 0,370744 7,41487 4,883875 97,6775
5 0,116125 2,32250 5,000000 100,0000
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RESUMO

No presente estudo foi avaliada a influéncia do transporte a granel sobre a composicdo centesimal, CCS e
CBT do leite cru refrigerado, em amostras coletadas no Sudoeste Goiano nos periodos chuvoso e seco de
2008. Foram coletadas amostras de leite armazenadas nos tanques de expansado das propriedades rurais e
nos tanques isotérmicos apds a chegada do leite na inddstria. A comparagdo dos tipos de amostra com o
periodo de coleta foi realizada por meio do teste F da analise de variancia. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do software Sisvar. Os valores da composicdo centesimal e da CCS nédo sofreram
alteragdes durante o transporte do leite da propriedade rural até o laticinio. Os valores de CBT do leite
obtido na propriedade rural e do transportado a granel até o laticinio ndo estavam em conformidade com as
especificacdes estabelecidas pela legislacdo brasileira. Foi verificado aumento na CBT durante o transporte
a granel do leite cru refrigerado independentemente do periodo do ano.

Palavras-chave. estacao do ano; higiene; leite resfriado; transporte a granel.

ABSTRACT

This study evaluated the influence of the bulk milk transportation on the centesimal composition, SCC
and TBC of cooled raw milk, collected in the Goias Southwest region during the periods of rainy and dry
weathers of 2008. The comparison between the types of sample and period of sample collections was
carried out by mean of F test of variance analysis. The statistical analyses were performed by mean of
Sisvar software. No changes on centesimal composition and SCC occurred during milk transport to dairy
industry. An increase of CBT was observed during the bulk transport of cooled raw milk independently of
the period of the year; CBT values were higher than those limits established by the Brazilian legislation.

Key words. cooled raw milk; hygiene; season of year; shipping in bulk.
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INTRODUCAO

O resfriamento do leite logo apds a ordenha,
e a coleta granelizada, sao importantes medidas para
garantir a qualidade microbiolégica do leite'. No entanto,
a aplicacao isolada dessas medidas, ndo é suficiente, faz-
se necessario o uso de prdticas higiénicas, durante toda a
etapa produtiva para que a industria possa receber o leite
granelizado com uma baixa contagem bacteriana total
(CBT).LORENZETTT? verificou uma alta contagem inicial
de micro-organismos psicrotroéficos, apds a chegada da
matéria-prima na industria, podendo resultar em sérios
problemas na producio de lacteos.

Segundo BRASIL? a CBT do leite refrigerado deve
ficar abaixo de 750 mil UFC/mL e a contagem de células
somidticas (CCS) abaixo de 750 mil CS/mL, sendo que o
leite deve ser mantido na propriedade rural em tanques
de expansdo com temperatura maxima de 7°C e apds
a chegada na industria a temperatura deve ser de no
maximo 10°C.

O transporte do leite a granel, beneficia os
produtores, com a redu¢dao dos custos com o frete,
flexibilidade nos horarios de ordenha e aumento de
produtividade; as industrias, com a redugao dos custos
com insumos e mao de obra para limpeza dos latoes; e os
consumidores, com a melhoria do produto®.

Conbhecer as caracteristicas do leite cru refrigerado
ap6s o recebimento pela industria, sio medidas importantes
no monitoramento da qualidade dos derivados lacteos.

O presente estudo teve como objetivo averiguar as
alteragoes que ocorrem na qualidade do leite transportado
a granel em tanques isotérmicos, através da avaliacdo da
composigao centesimal, CBT e CCS.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

A pesquisa foi realizada no periodo de 30 de margo
a 25 de abril de 2008 (periodo chuvoso) e de 02 de maio
a 11 de julho de 2008 (periodo seco). Foram coletadas
amostras de leite, armazenadas em tanques de expansdo
de propriedades rurais do Sudoeste Goiano e amostras de
leite ap6s o transporte granelizado.

O laticinio responsavel pela coleta granelizada
recebia e processava aproximadamente, 50 mil L/dia no
periodo chuvoso e aproximadamente 30 mil L/dia no
periodo seco. Eram fabricados queijo mussarela, prato,
ricota e manteiga.
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O laticinio era registrado no Servi¢o de Inspecao
Federal (SIF) e possuia fornecedores de leite integrados
a um programa de coleta granelizada. Os tanques de
expansdo instalados nas propriedades rurais possuiam
capacidade de armazenamento de aproximadamente
1.000 L e os caminhdes que realizavam a coleta possuiam
tanques isotérmicos de capacidade de aproximadamente
8.500 L.

Foram realizadas 20 viagens durante o periodo
experimental totalizando 143 amostras de leite cru
refrigerado e 38 amostras de leite granelizado. No periodo
chuvoso foram feitas oito, totalizando 62 amostras de leite
cru refrigerado de tanques de expansao e 16 de leite cru
refrigerado obtido do tanque isotérmico. No periodo seco
foram realizadas 12 viagens, sendo 81 amostras de leite
cru refrigerado obtidas de tanques de expansao e 22 do
tanque isotérmico.

As viagens eram compostas da amostragem
de vérios produtores e de uma amostra de cada
compartimento do tanque isotérmico. Os tanques
isotérmicos eram constituidos de dois compartimentos
para armazenamento e transporte do leite da propriedade
rural até o laticinio.

A coleta foi realizada em condig¢des assépticas,
apds a agitagdo mecénica programada no proprio tanque
de expansao, e o leite foi armazenado em frascos contendo
conservante bronopol (andlise da CCS e composi¢ao
centesimal) e azidiol (andlise da CBT), acondicionadas
em caixa isotérmica contendo gelo e encaminhadas para
realizagao das analises no Laboratério de Qualidade do
Leite do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goids (LQL/CPA/
EV/UFQG). Ao chegar a indtstria, coletavam-se as amostras
do tanque isotérmico apds a agitagao mecanica do leite
por aproximadamente 5 minutos.

No momento da coleta aferia-se a temperatura
(°C) de estocagem do leite na fonte de producdo e ap6s
a chegada na inddstria, anotando-se ainda o tempo de
estocagem do leite na propriedade rural e o percurso da
rota de coleta granelizada (km).

Analises laboratoriais
Composi¢do centesimal

Os teores de gordura, proteina, lactose, extrato
seco total (EST) e extrato seco desengordurado (ESD)
foram determinados através do principio analitico que
baseia-se na absorc¢ao diferencial de ondas infravermelhas
pelos componentes do leite, utilizando-se o equipamento
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Milkoscan 4000 (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark). As
amostras foram previamente aquecidas em banho-maria a
temperatura de 40°C por 15 minutos para dissolu¢ao da gor-
dura. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).

Contagem de células somdticas

A andlise de células somaticas (CS), cujo principio
analitico baseia-se na citometria de fluxo foi realizada
através do equipamento Fossomatic 5000 Basic (Foss
Electric A/S. Hillerod, Denmark). Antes da analise, as
amostras foram previamente aquecidas em banho-maria
atemperatura de 40°C por 15 minutos para dissolug¢do da
gordura. O resultado foi expresso em CS/mL.

Contagem bacteriana total

A contagem bacteriana total (CBT) foi realizada
por meio do equipamento Bactoscan FC (Foss Eletric
A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio de andlise
baseia-se na citometria de fluxo que consiste na medi¢ao
de caracteristicas celulares, quando estas se encontram
suspensas em meio fluido. Os resultados foram expressos
em UFC/mL.

Andlises Estatisticas

A comparagao dos tipos de amostra e periodo
de coleta foi realizada por meio do teste F da andlise de
variancia. As andlises estatisticas foram realizadas com o
uso do Software Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo os resultados médios do tempo
e temperatura de estocagem das amostras de leite cru
refrigerado e distincia da rota de coleta.

No periodo chuvoso foi possivel observar que a
temperatura média das amostras mantidas em tanques

de expansdo em propriedades rurais do Sudoeste Goiano
foide 9,7°C, na chegada a industria a temperatura média
foi de 11°C. O tempo médio de armazenamento do leite
cru refrigerado na propriedade rural até o momento da
coleta foi de 46 horas. A distAncia média percorrida para
a coleta granelizada do leite foi de 138 km.

Os resultados evidenciaram que no periodo
chuvoso a temperatura do leite mantido nos tanques
de expansdo ficou acima da mdxima permitida por
BRASIL® que é de 7°C. A temperatura média exigida para
o recebimento do leite na industria de laticinios, também
ficou acima do permitido pela legislagao que é de 10°C. O
tempo de estocagem do leite na propriedade rural foi de
46 horas, sendo que o maximo permitido pela legislacao
brasileira é de 48 horas, entretanto recomenda-se como
ideal a estocagem de até 24 horas na fonte de produgao.
No presente estudo foram coletadas amostras de leite com
até 72 horas de estocagem na propriedade rural, o que
pode contribuir para o aumento da contagem de micro-
organismos psicrotréficos.

No periodo seco foi possivel observar uma tem-
peratura média de 6,8°C no leite coletado em tanques de
expansao, ao chegar a inddstria de beneficiamento a tem-
peratura foi de 8,5°C. O tempo médio de estocagem do leite
na propriedade rural foi de 49 horas e a distancia percorrida
para a coleta granelizada do leite foi de 137 km.

Para o periodo seco a temperatura média
permitida para o armazenamento do leite em tanques de
expansdo na propriedade rural e tanque isotérmico ficou
dentro do proposto pela legislacao, porém, o tempo médio
de estocagem do leite na fonte de producao foi acima de
48 horas, sendo que foram encontradas amostras com até
72 horas de estocagem na propriedade rural.

Na pesquisa realizada por PINTO® foi observado
que em 16,7% das amostras, a temperatura estava acima
de 10°C, portanto acima do limite méximo exigido pela

Tabela 1. Valores médios do tempo de estocagem, temperatura de estocagem e distancia da rota de coleta das amostras

de leite cru refrigerado

Temperatura (°C)

Periodo Estocagem Distancia
(horas) Tl Tanque isotérmico (km)
expansao
Chuvoso 46 9,7 11,0 138
Seco 49 6,8 8.5 137

383



Silva MAP, Santos PA, Isepon JS, Rezende CSM, Lage ME, Nicolau ES. Influéncia do transporte a granel na qualidade do leite cru refrigerado.

Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(3):381-7,2009.

legislagao. O tempo e a temperatura de armazenamento
do leite na propriedade rural, sao fatores que influenciam
na qualidade do leite ao chegar a indtstria de laticinios,
além disso, MOURA’ e PINTO® relataram que o manejo
sanitario do rebanho, a manipulagao do leite, incluindo
a ordenha e o transporte das propriedades rurais até os
laticinios, sdo responsdveis por alteracdes na qualidade
do leite.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados da
composi¢ao centesimal, CCS e CBT das amostras de
leite cru refrigerado obtidas de tanques de expansdo e
tanques isotérmicos durante os periodos chuvoso e seco
de 2008.

Os resultados obtidos para a composicdo
centesimal do leite transportado a granel da propriedade
rural até a industria, ndo diferiram significativamente
(p>0,05), ou seja, o transporte granelizado nao alterou as
caracteristicas iniciais do leite cru refrigerado.

BRASIL® recomenda para os teores de gordura,
proteina, ESD e EST os valores minimos de 3,0%; 2,9%,
8,4% e 11,4% respectivamente. Os resultados desta
pesquisa estdo préximos aos valores médios obtidos por
DERESZ?, que encontrou para o teor de gordura, proteina
e EST, 3,7%; 3,2% e 12,4% respectivamente. Valores de
composi¢ao centesimal abaixo dos resultados encontrados

no presente estudo foram obtidos por TEIXEIRA’, que
relataram 3,57%; 3,14% e 12,16% para os teores de
gordura, proteina total e EST em vacas da raca holandesa
e MARTINS, que obtiveram média de 2,82% de proteina,
3,23% de gordura, 4,16% de lactose, 11,24% de EST e
8,0% de ESD.

Houve diferenca significativa (p<0,05) para o teor
de lactose entre os periodos do ano, sendo que no periodo
seco o teor de lactose foi mais elevado que no periodo
chuvoso, os demais pardmetros avaliados ndo foram
influenciados pelos periodos do ano (chuvoso e seco).

Os valores de lactose do presente estudo, ficaram
abaixo do resultado obtido por TEIXEIRA’, que foi de
4,66% ao estudarem a lactagao de vacas daraga holandesa.
Resultado préximo ao da presente pesquisa foi obtido por
MACHADO!" que obtiveram média de lactose de 4,51%
em amostras de leite de tanques de expansao.

A CCS nio diferiu (p>0,05) entre os periodos do
ano e tipos de amostra, ou seja, o transporte a granel do
leite cru refrigerado obtido na propriedade rural até o
laticinio nao afetou a CCS do leite.

Os resultados da CCS ficaram abaixo do limite
méximo previsto pela Instru¢ao Normativa n° 51°. A
CCS maxima estabelecida para o recebimento do leite cru
refrigerado nas regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste para o

Tabela 2. Valores médios da composicdo centesimal, CCS e CBT do leite cru refrigerado obtido de tanques de expansao

e tanques isotérmicos no periodo chuvoso e seco de 2008

Periodos do ano

" Chuvoso Seco
Parametros
avaliados Tipo de tanque Tipo de tanque
Expansdo Isotérmico Média Expansio Isotérmico Média
n =62 n=16 n = 81 n=22
Gordura (%) 3,87 3,8 3,84a 3,89 3,82 3,86a
Proteina (%) 3,32 3,32 3,32a 3,29 3,27 3,28a
Lactose (%) 4,41 4,41 4,41b 4,49 4,49 4,493
EST (%) 12,52 12,45 12,49a 12,62 12,52 12,57a
ESD (%) 8,65 8,65 8,65a 8,72 8,71 8,72a
CCS (CS/mL) 527 x10° 5,22 x 10° 5,24 x 10°a 537 x10° 521x10° 5,29 x 10°a
CBT (UFC/mL) 7,61 x10° 11,66 x 107 9,64 x 10%a 3,50 x 10° 6,19 x 10° 4,84 x 10%b

Médias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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periodo que vai de julho de 2008 a julho de 2011 é de 750
mil CS/mL. CASURA" informaram que o limite de 500
mil células/mL pode ser utilizado para dividir os animais
nao infectados dos infectados. Desta forma, os valores
obtidos para a CCS sinalizaram para uma incidéncia de
mastite no rebanho, o que pode resultar em prejuizos para
os produtores rurais e principalmente para as industrias,
devido a alteracdes nas caracteristicas sensoriais e a
reducdo no rendimento industrial de queijos.

Os resultados da CCS obtidos por MARTINS'
foram de 334 mil CS/mL e 332 mil CS/mL, respectivamente,
para os periodos chuvoso e seco, sendo que os valores do
presente estudo foram maiores.

A CBT no periodo chuvoso diferiu significa-
tivamente (p<0,05) dos resultados obtidos no periodo
seco. Os valores da CBT do leite cru refrigerado ficaram
acima dos padrdes exigidos por BRASIL?, tanto nos
periodos chuvoso e seco, quanto nas amostras obtidas
na propriedade rural e tanques isotérmicos. Até 2011 a
CBT méxima permitida para o recebimento do leite cru
refrigerado pelas industrias de laticinios serd de 750 mil
UFC/mL (BRASIL?), a partir dessa data para o leite de
conjunto serd permitido o méximo de 300 mil UFC/mL,
e para o leite individual o méximo de 100 mil UFC/mL.

Pode ser observado mediante os resultados da
CBT que no periodo chuvoso a contagem de micro-
organismos foi mais elevada que no periodo seco. Os fatores
que influenciaram a contagem elevada foram a falta de
higiene dos utensilios e equipamentos utilizados na ordenha
e transporte do leite, a temperatura de estocagem ao redor
de 10°C e o tempo de estocagem préximo a 48 horas.

A qualidade do leite esta relacionada com o
grau de contaminagao inicial e com o bindmio tempo/
temperatura, em que o leite permanece desde a ordenha
até o processamento'. De acordo com BRASIL?, a coleta
granelizada do leite deve ser realizada por pessoal treinado,
sendo fundamental, no momento da coleta na propriedade
rural, a avaliacdo da estabilidade do leite através da
prova do alizarol a 72%, o que ndo foi observado em
nenhuma das propriedades avaliadas. A prova do alizarol
no momento da coleta estabelece o padrdo de qualidade
do leite a ser recebido pela inddstria de laticinios, o leite
que ndo resistir a prova e coagular, ndo estard apto ao
processamento térmico, devido a provavel coagulacao na
tubulagao durante a pasteurizacao do leite, o que poderia
gerar sérios prejuizos a industria de laticinios.

No presente estudo os responsdveis pelo
transporte do leite cru refrigerado, ndao possufam o

conhecimento necessdrio para a coleta granelizada do
leite. Durante a coleta deveriam ser retiradas amostras
de leite cru refrigerado de aproximadamente 250 mL,
armazenadas em caixa isotérmica contendo gelo, para
serem encaminhadas ao laboratério do laticinio, a fim de
monitorar a qualidade do leite recebido pela industria,
entretanto, esse procedimento nao era realizado. Como
o tanque isotérmico possuia dois compartimentos para
o armazenamento do leite, a falta de frascos contendo
amostras de leite que identificassem individualmente as
propriedades coletadas, impedia o monitoramento da
qualidade do leite recebido pela industria de laticinios.
Em caso de fraudes como a adicao de dgua que é muito
comum, seria dificil para que o laticinio pudesse identificar
o produtor responsavel pela adulteragao.

Embora nao tenha ocorrido diferenga significativa
(p>0,05) na intera¢ao entre os tipos de amostra em fungao
dos periodos do ano, foi possivel observar diferenca
significativa (p<0,05) entre os tipos de amostra, quando
avaliados durante todo o periodo experimental. Ou seja,
os resultados médios da CBT das amostras de leite cru
refrigerado, apds o transporte granelizado, foram maiores
que os valores obtidos para as amostras armazenadas em
tanques de expansao.

Os resultados médios da CBT foram de 5,2 x 10°
UFC/mL e 8,4 x 10° UFC/mL para as amostras dos tanques
de expansio e tanques isotérmicos, respectivamente. Esses
valores estdo acima da recomendacao feita por BRASIL?,
para o recebimento de leite cru refrigerado pelas industrias
de laticinios e indicaram que houve um aumento na
contagem de microrganismos de 61,54% (UFC/mL) ap6s
a retirada do leite dos tanques de expansao até a chegada
no laticinio.

Durante a coleta granelizada e até a chegada
ao laticinio, varios fatores podem ter interferido na
qualidade do leite cru refrigerado. Uma fonte potencial de
contaminagao era o registro de saida do leite, localizado
na parte inferior do tanque de expansdo. O acimulo de
sujidades nesse ponto pode ter provocado uma elevagao da
CBT. O mangote flexivel por onde o leite era transportado
até o tanque isotérmico, possuia uma prote¢ao para evitar
o acimulo de sujidades, porém entre uma propriedade e
outra nao era realizada higienizagao, servindo de fonte
para a multiplicagdo dos microrganismos. Porém, os
maiores responsédveis pelo aumento da CBT foram a
temperatura e o tanque isotérmico.

Ao transferir o leite cru refrigerado do tanque de
expansdo, para o tanque isotérmico pode ser observado
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um ligeiro aumento da temperatura tanto no periodo
chuvoso quanto no seco (Tabela 1), que possivelmente
influenciaram o aumento da CBT, além disso, como o
tanque era isotérmico o leite ndo passava por refrigeracao
até a chegada ao laticinio.

Como a limpeza e sanitizacdo dos tanques
isotérmicos era realizada apds a estocagem do leite
granelizado, ou em alguns casos somente no dia
seguinte, pode ter ocorrido a formag¢ao de biofilmes,
também responséveis pelo aumento da CBT, portanto o
transporte do leite cru refrigerado da propriedade rural
até o laticinio exerceu uma forte influéncia na qualidade
do leite recebido pela inddstria de laticinios. PINTO®
relataram que o leite mantido no silo industrial nao
atendeu ao padrao microbioldgico e apresentou contagens
microbianas maiores do que as do leite mantido em
tanques individuais ou coletivos.

Os valores médios da CBT sdo preocupantes,
pois segundo FOX", as bactérias psicrotréficas causaram
protedlise quando a populagdo excedeu 10° UFC/
mL, entretanto, CROMIE" relatou que os problemas
apareceram quando a contagem atingiu 10’ UFC/mL.
Como os resultados do presente estudo ficaram acima
do valor relatado por FOX", deverao ser tomadas
medidas com o objetivo de minimizar ou prevenir
o crescimento microbiano do leite da propriedade
rural até a chegada ao laticinio. Os psicrotréficos sao
microrganismos predominantes do leite cru refrigerado
e sao formados por diversos géneros bacterianos, com
predominancia do género Pseudomonas, que em sua
maioria produz proteases e/ou lipases a temperaturas
de refrigera¢ao’®. Essas enzimas sao preocupantes, pois
de acordo com SORHAUG & STEPANIAK' as bactérias
psicrotroéficas proteoliticas constituem a maior causa de
deterioragao de amostras de leite cru refrigerado devido
a termorresisténcia.

Para corrigir os problemas relacionados a elevada
CBT do leite cru refrigerado deverao ser realizados o
monitoramento da temperatura de estocagem, a higiene
e sanitizagdo dos tanques de expansao, mangotes, tanques
isotérmicos, utensilios e equipamentos, que entrem
em contato com o leite cru refrigerado. O Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento e 6rgaos
responsaveis pela fiscalizacao do leite, deverao atuar no
monitoramento da qualidade do leite cru refrigerado
obtido no Sudoeste Goiano, para que a regiao possa
atender as exigéncias da Instru¢ao Normativa n°. 51 para
2011.
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CONCLUSOES

A composi¢ao centesimal e a CCS ndo alteraram
durante o transporte do leite da propriedade rural até
o laticinio. A maior CBT do leite durante o periodo
chuvoso resultou em redugdo do teor de lactose. A CBT
do leite obtido na propriedade rural e transportado
a granel até o laticinio, ndo atendeu as especificagdes
da legislacao brasileira. Houve um aumento da CBT
durante o transporte granelizado do leite cru refrigerado
independente do periodo do ano.
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RESUMO

Para avaliar a influéncia da densidade de estocagem na composi¢do quimica, no valor caldrico, no teor de colesterol e no perfil de
acidos graxos em Tildpia s (Oreochromis nilotius, Linneaus, 1875), foram utilizados 120 alevinos com peso inicial médio de 4,0g,
distribuidos em 20 aquérios (70L cada um) em delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 tratamentos, 50, 75,
100 e 125peixes/m’ e 5 repeti¢des. A racdo fornecida continha 36% de proteina bruta e 3100kcal/ED/kg de ragdo. Ao final do cultivo,
encontrou-se diferenca significativa (p<0,05) na analise do peso médio final e no ganho de peso total entre as diferentes densidades
populacionais testadas, sendo o maior peso encontrado para a densidade de 75peixes/m®. Com relagdo a anélise da composi¢do
corporal observou-se diferen¢a (p<0,05) entre as densidades para os teores de umidade; lipideos totais; teor de proteina bruta,
valor caldrico e de colesterol. A relagdo poli-insaturados/saturados foi mais elevada na densidade de 100peixes/m® (11,76), ja a
densidade de 50peixes/m’ apresentou um somatério de (6,85) para os teores de EPA+DHA. Na avalia¢ao da qualidade nutricional
dos lipideos, as densidades estudadas mostraram os indices de n-6/n-3, hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos (HH), indice
de 4cidos graxos poliinsaturados de aterogenicidade (IA) e indice de trombogenicidade (IT) favordveis quanto ao consumo
alimentar. Conclui-se que a densidade de 50peixes/m? pode ser considerada uma boa fonte de dcidos graxos, principalmente de
acido 6mega-3 e pelo seu valor em HH.

Palavras-chave. Oreochromis niloticus, densidade de estocagem, composi¢do quimica, colesterol, dcidos graxos

ABSTRACT

To assess the influence of stocking density on the chemical composition, the calorific value, the content of cholesterol and fatty acids
profile in tilapia (Oreochromis nilotius, Linneaus, 1875) were used 120 fingerlings with average initial weight of 4.0 g, distributed
in 20 aquaria (70L) in a completely randomized design with 4 treatments, 50, 75, 100 and 125peixes/m® and 5 replicates. The
ration supplied contained 36% crude protein and 3100kcal/ED/kg ration. At the end of cultivation, there was significant difference
(p<0.05) in the analysis of the final weight and total weight gain between the different densities tested, the largest weight found for
the density of 75peixes/m3. Regarding the analysis of body composition was observed difference ( <0.05) between the densities for
the content of moisture, total lipids, crude protein, calorie and cholesterol. The polyunsaturated / saturated density was highest in
the 100peixes/m® (11.76), since the density of 50peixes/m3 presented a sum of (6.85) for the content of EPA+DHA. In assessing the
nutritional quality of lipids, the density showed the rates of n-6/n-3, hypocholesterolemic / hypercholesterolemic (HH) index of
atherogenicity (IA) and index of thrombogenicity (IT) as favorable for consumption. It is concluded that the density of 50peixes/
m’ may be a good source of fatty acids, particularly omega-3 acid and its value in HH.

Key words. Oreochromis niloticus, storage density, chemical composition, cholesterol, fatty acids
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INTRODUCAO

A tilapicultura vem se mostrando uma 6tima
alternativa para a piscicultura de dgua doce e estuarina.
A expansdo do cultivo da tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus Linneaus, 1875) deve-se ao 6timo desempenho,
alta rusticidade, facilidade de obtencdo de alevinos,
adaptabilidade aos mais diversos sistemas de criacdo,
grande aceita¢do no mercado de lazer (pesque-pague) e
alimenticio (frigorificos) e pelas qualidades nutritivas e
organolépticas do seu filé'.

No desenvolvimento de um pacote de produgio
para uma espécie de peixe, o primeiro passo é a
determinacdo da densidade de estocagem ideal, a qual
visa determinar os niveis 6timos de produtividade por
area’. Jobling’ relata que a densidade de estocagem tem
efeito na sobrevivéncia e no crescimento, sendo uma
possivel causa do fracasso na producao final de peixes.
Normalmente, peixes criados em baixas densidades de
estocagem apresentam boa taxa de crescimento e alta
porcentagem de sobrevivéncia, porém a produgao por
drea é baixa*, caracterizando baixo aproveitamento da
area disponivel. Por sua vez, peixes mantidos em altas
densidades normalmente tém menor crescimento’, ficam
estressados® e estdo sujeitos ao aparecimento de intera¢oes
sociais que levam a produgao de um lote de peixes com
tamanho heterogéneo’.

Entre as de espécies de peixes utilizadas na
aquicultura, as tildpias, especialmente do género
Oreochromis, sao algumas das mais promissoras em
paises de clima tropical ou subtropical®’. Tildpias do
género Oreochromis, em especial Oreochromis niloticus,
tém sido consideradas importantes para as condi¢oes de
cultivo no Brasil por sua rdpida taxa de crescimento, pela
adaptabilidade aos diversos sistemas de cultivo e pela alta
aceitacao no mercado consumidor'®!!,

O pescado é de extrema importancia na dieta
alimentar por sua riqueza de nutrientes, alto teor protéico,
contendo uma composi¢ao de aminodcidos equilibrada,
lipideos de excelente qualidade e baixo teor de colesterol 2.
O conhecimento da composi¢ao quimica, no valor de
colesterol e no perfil de dcidos graxos do filé da tilapia é
necessario para que o seu consumo possa ser estimulado,
possibilitando a competi¢do com outras fontes protéicas
largamente utilizadas como a de carne bovina, suina e
de aves.

A natureza e proporg¢ao dos acidos graxos na
dieta também influenciam na concentragao do colesterol

sérico, sendo que os dcidos graxos saturados tendem a
elevi-lo, enquanto os dcidos graxos poli-insaturados
promovem sua diminui¢ao®. As pesquisas nutricionais
e epidemioldgicas revelam que a proporgao entre acidos
graxos poli-insaturados n-6 e n-3 na dieta é tao importante
para as fungoes fisioldgicas e prevencao de doengas
quanto a propor¢ao entre dcidos graxos saturados e
insaturados™.

Em peixes de dgua doce, os dcidos graxos alfa-
linolénico (LNA) elinoléico (LA) sdo precursores de outros
acidos das familias 6mega 3 e 6, respectivamente. Portanto,
a composicao em dacidos graxos da ra¢ao fornecida
para uma determinada espécie de peixe determinard a
composicao em dcidos graxos dos lipideos dos peixes. A
constatacao epidemioldgica de que o consumo de peixes
é capaz de reduzir riscos de doengas coronarianas torna
a carne de pescado um alimento importante, ndo apenas
como alternativa alimentar de alto valor nutritivo, mas
ainda de consumo de um alimento funcional®.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia de diferentes niveis de densidades de estocagem
na composi¢do centesimal, no valor caldrico, no teor de
colesterol e no perfil de dcidos graxos em alevinos de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857).

MATERIAL E METODOS

Peixes

O presente experimento foi realizado nas insta-
lagdes do Laboratério de Aqiiicultura do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas, no periodo de agosto a outubro de 2007. Foram
utilizados 120 alevinos de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus Linnaeus, 1857), com peso inicial médio de 4,0g.
Foram avaliadas diferentes densidades de estocagem,
utilizando-se um delineamento inteiramente casualizado
com 4 tratamentos: 50, 75, 100 e 125peixes/m> e 5
repeticoes.

O experimento foi conduzido em um conjunto
de 20 aqudrios de polietileno com capacidade para 70L,
sendo que cada caixa foi considerado como unidade
experimental. Os alevinos foram pesados em balanc¢a
analitica e medidos ao inicio e ao término do experimento.
Os aquadrios experimentais possuiam aeracao continua
para promover a oxigenac¢ao da dgua, com uma troca
didria de 4gua de 10% do volume total.

Antes do inicio do experimento, os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacao ao ambiente, ao
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manejo e a dieta experimental, por 15 dias. Os peixes
foram alimentados até a saciedade aparente trés vezes
por dia (8:00h; 12:00h e 17:00h) “ad libitum”, por 90
dias, durante este periodo, os aqudrios foram limpos
diariamente, para a retirada de fezes e sobra de racdo.
A qualidade da dgua foi acompanhada a cada semana,
através das medidas de temperatura, do pH por
potencidometro digital, oxigénio dissolvido por meio de
oximetro digital, quantidade de amonia e nitrato por
espectrofotémetro.

Ao final do periodo experimental foram captu-
rados trés peixes de cada aqudrio, sendo anestesiados com
50mg/L de benzocaina'é, pesados, medidos e abatidos.
As seguintes caracteristicas de desempenho foram
estudadas: peso final (g); ganho de peso (%); conversao
alimentar aparente (consumo de ragdo + ganho em
biomassa); taxa de crescimento especifico (%/dia); indice
de massa de filé; rendimento de filé e rendimento de
carcaga eviscerada.

Preparo da Ragao

A racgdo foi balanceada para apresentar-se
isoprotéica e isoenergética (36% de proteina bruta e
3100kcal/ED/kg de ragao), conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo percentual e quimica da dieta
experimental

Ingredientes Quantidade em (g)
Farelo de soja 1.725,00
Farinha de peixe 155,00
Farelo de trigo 60,00
Quirera de arroz 822,00
L-lisina 21,00
DL- metionina 13,50
Cro, 3,00
Treonina 12,00
Oleo de soja 15,00
Fosfato bicalcico 90,00
Calcério 55,50
Vitamina C 2,40
Sal comum 3,00
Premix vitaminico 3,00
Premix mineral 9,00
BHT (antioxidante) 0,6
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Tabela 2. Composicdo bromatoldgica da racao
experimental

Composicao Centesimal Racao Basal
(g/100g de porc¢ao)* Experimental

Umidade 7,0+0,28
Lipideos totais 0,7+0
Proteina bruta 32,4+0,14
Cinzas 22,5+ 3,11
Fibra bruta 7,4+1,0
Carboidratos 30,0 + 2,3
Calorias (kcal) 255,8 + 9,76

*Analisadas em triplicata, com a média e o desvio-padrao.

Analises Quimicas

Apds homogeneizagao, realizaram-se as seguintes
determinac¢des em triplicata: Umidade: determinada pela
perda de peso em estufa regulada a 105°C, segundo AOAC"".
Cinzas: obtidas por incineracao de uma quantidade
conhecida da amostra, em mufla a 550°C, até obten¢ado
de peso constante AOAC". Proteinas: determinadas
pelo método Kjedhal, que consiste na determinacdo do
nitrogénio total. Para converter o resultado em proteina
bruta foi utilizado o fator 6,25 AOAC". Os carboidratos
foram determinados por diferenga. O valor caldrico foi
estimado através dos fatores de conversao de Atwter:
4kcal.g! para proteinas, 4kcal.g™" para carboidratos e
9kcal.g! para lipideos'®. Lipideos totais: extraidos a frio
pelo método de Folch et al.” utilizando 2 extragdes
com cloroférmio:metanol (2:1), lavagem do residuo
(cloroférmio:metanol — 2:1), adigao de KCl 0,88% em
H, 0O, separacao das fases, adi¢ao de metanol: H,O (1:1),
evaporac¢do de cloroférmio em rota-evaporador, fragao
lipidica ressuspendida em cloroférmio. Aliquotas foram
tomadas para determinagdes gravimétricas. (Tabela 2)

Para a determinagdo de colesterol uma aliquota de
2,5ml do extrato lipidico obtido pelo método de Folch foi
tomada para andlise, segundo o procedimento de Bohch
et al.?, através de saponifica¢do, extracdo da matéria
insaponificavel, reacao de cor, leitura da absorbancia em
espectrofotémetro a 490nm, contra um branco. A curva
de calibragao para colesterol foi elaborada segundo Searcy
e Bergquist”, utilizando-se 0,06g de colesterol (Sigma P.
A, St. Louis, MO) diluido em 100mL da solucdo acetona/
etanol (1:1) (50mL de acetona P. A. e 50mL de etanol).
De acordo com a curva padrdo obteve-se a equagdo ¥ =
1,1608x; R*= 0,9948, passando pela origem e cobriu a faixa
de concentrag¢do das amostras.
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O perfil de acidos graxos foi determinado
inicialmente com a extrac¢do lipidica feita através do
método Folch et al.”®. Os lipideos totais foram esterificados
segundo Hartman e Lago*. Os ésteres metilicos foram
analisados no Laboratério de Produtos Naturais do
Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas, utilizando-se um cromatrégrafo a
gds Shimadzu, modelo GC-17A, equipado com uma
coluna capilar DB-5, série us 1352151h, com 30m de
comprimento, 0,25um de espessura e 0,25mm de didmetro
interno. Foi utilizado Hélio (He) como gas de arraste a
um fluxo de ImL.min"' e pressdo de 50kPa. A temperatura
inicial foi de 50°C que permaneceu constante durante
2min, em seguida sofreu um aumento de temperatura até
atingir 250°C a uma velocidade de 4°Cmin™' permanecendo
constante durante 15min. O tempo total de analise foi de
67min. As temperaturas do injetor e da interface foram
mantidas a 250°C e 310°C respectivamente. O modo de
controle de injecdo foi o Split, com razao de 30:1. Foram
obtidos os espectros de massas por impacto eletronico
(IE) a 70eV. Para a identificagdo dos acidos graxos foram
utilizados padrdes de ésteres metilicos de dcidos graxos
puros, comparando-se o tempo de retengao dos ésteres
metilicos das amostras e dos padroes. A quantificagao dos
acidos graxos foi feita por normalizacao de érea.

A qualidade nutricional da fracdo lipidica foi
avaliada por trés indices a partir dos dados de composi¢ao
em écidos graxos, através dos seguintes cdlculos: Indice de
Aterogenicidade (IA) = [(C12:0 + (4 X C14:0) + C16:0)]/
(XAGMI + Xn6 + >.n3); Indice de Trombogenicidade (IT)
=(C14:0 + C16:0 + C18:0)/[(0,5 X 2 AGMI) + (0,5 X >.n6
+(3X2n3) + (Xn3/2n6)],segundo Ulbricth e Southgate?;
e razdo entre dcidos graxos hipocolesterolémicos e
hipercolesterolémicos (HH) = (C18:1n9 + C18:2n6 +
C204n6 + C18:3n6 + C20:5n3 + C22:5n3 + C22:6n3)/
(C14:0 + C16:0), segundo Santos-Silva et al. **. Em que:
AGMI = todos os acidos monoinsaturados.

Anilise Estatistica

Foram observadas as pressuposi¢cdes paramétricas
de normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade
das variancias dos residuos (teste de Levene), ambos
com >0,05. Assim, realizou-se andlise de variancia para
verificar a existéncia ou ndo de diferenca significativa. Para
a compara¢ao multipla entre as médias dos tratamentos
utilizou-se o teste Post-hoc de Tukey-HSD. Adotou-se
como nivel de significancia valores menores que 5% de
probabilidade para o erro experimental.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental a qualidade da
dgua permaneceu estavel sendo que os valores médios
dos parametros fisico-quimicos apresentados na Tabela 3,
encontram-se dentro dos recomendados para o cultivo da
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus LINNAEUS, 1857),
de acordo Kubitza®.

Tabela 3. Valores médios dos parametros de qualidade
da agua, durante o periodo experimental de 90 dias
(amostragens a cada sete dias), da criacdo de Tildpia do

Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857)

Parametros Ambientais

Monitorados sl
Potencial hidrogeniénico 7,2+0,2
(pH)

Temperatura (°C) 26,6 £ 1,1
Nitrato (N-NO,) (mg/L) 0,05 + 0,008
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,7 +0,5

Amoénia total (NH, * NH, *)
(mg/L)

0,004 + 0,0003

*Analisadas em triplicada, com a média e o desvio-padrao.

Osresultados apresentados na Tabela4 demonstram
que ao final do cultivo, houve diferenga significativa na
andlise do peso médio final nas diferentes densidades
populacionais testadas, levando a diferenca significativa
no ganho de peso total, observa-se que os maiores valores
obtidos para o ganho de peso foi quando a densidade de
estocagem foi de 75peixes/m’. Resultados contrarios foram
obtidos por Silva et al.”® para desempenho produtivo da
tilapia em diferentes densidades (90, 120 e 150peixes/m?)
e trocas de dgua em “raceway” com variagao de 419,41 a
497,03. Os resultados obtidos no experimento mostram
que a limitagdo de espaco imposta a tildpia implicou
na diminui¢do do ganho de peso com o aumento da
densidade de estocagem.

A pior conversio alimentar aparente (p<0,05) foi
encontrada para os animais criados na mais alta densidade
(3,53), sendo que para as outras densidades ndao houve
diferencas (p<0,05), valores semelhantes foram as outras
densidades estudadas foram detectados por Sampaio e
Braga® (1,54 e 1,53) para densidades de 150 e 200peixes/
m’ respectivamente, na fase de engorda de tilapia em
tanque-rede.
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Tabela 4. Parametros zootécnicos de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857) em diferentes densidades

de estocagem

Parametros
50 75

Peso final (g) 22,752 46,90
Ganho de peso (%) 17,912 41,98°
Conversao alimentar 1,592 1,312
aparente
Taxa de crescimento 1,728 2,490
especifico (% pv/dia)
indice de massa de 7,66° 15,2°
filé
Rendimento de filé 33,70° 32,562
Rendimento de 92,35%® 96,67°¢

carcaca eviscerada

Densidades de Estocagem (peixes/ m?)

100 125 CV (%)
33,08¢ 12,35¢ 18,19
28,72¢ 9,10¢ 21,39
1,512 3,53° 31,76
2,23° 1,452 10,01

8,28 2,66¢ 16,31
24,77° 21,58¢ 6,12
94,72¢¢ 90,542 2,45

Valores na mesma linha com letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Post-hoc de Tukey-HSD.

CV= coeficiente de variacao.

Para a taxa de crescimento, os resultados demons-
tram que houve diferenca (p<0,05), onde os melhores
valores foram aqueles para as densidades de criagdo entre
50 e 75peixes/m’, cujos valores foram maiores do que
aqueles encontrados para a maior e menor densidade
(1,72 e 1,42 respectivamente). (Tabela 4)

O rendimento de filé da tildpia depende de
fatores diversos, entre eles: condi¢do corporal e tamanho
do peixe, método de filetagem e habilidade técnica do
filetador (Kubitza, 2000)?. Na literatura sdo encontrados
rendimentos de filé sem pele de tildpia do Nilo variando
de 25,4 a 42%%. Neste estudo, a maior média para
rendimento de filé foi encontrada na densidade de
50peixes/m’. (Tabela 4)

Os teores de umidade, lipideos totais, cinzas,
proteina bruta, carboidratos e valor calérico dos
filés nas diferentes densidades, estdo apresentados na
Tabela 5. Nesta, observa-se diferenca (p<0,05) para a
composicao corporal dos animais criado nas diferentes
densidades.

Para os teores de umidade, apenas os animais
criados na mais alta densidade (125peixes/m?) apresentou
amenor taxa (p<0,05) de umidade (68,33%). Os resultados
encontrados para a umidade sdo semelhantes aqueles
relatados por Ogawa e Maia?, quando descrevem que o
musculo do pescado contém teores de umidade variando
de 60 a 85%. Leonhardt et al.”” apresentaram a composi¢ao
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do filé de duas espécies (tilapia vermelha e tildpia do Nilo)
demonstrando valores de 79,20 e 78,43%.

No que diz respeito aos teores de proteina bruta
houve diferenga (p<0,05) entre as densidades, destacando-
se a densidade de 125peixes/m’. Leonhardt et al.”
encontraram teores variando de 18,47 a 19,33%. Segundo
Kirk e Sawyer*’, quando o método de Kjeldhal é empregado,
a composi¢ao centesimal total pode ultrapassar os 100%,
devido a multiplica¢ao do nitrogénio por 6,25, o que foi
observado no presente trabalho. (Tabela 5)

Com relag¢ao aos lipideos totais (BU) houve
uma varia¢ao de 1 a 3%, observa-se que a medida
que a densidade aumentou esta varidvel também foi
incrementada, demonstrando que uma maior populagio
de animais leva a um aumento na quantidade de gordura
corporea. Porém segundo Penfield e Campbell*, os peixes
deste presente trabalho podem ser classificados quanto ao
teor de gordura em magros (abaixo de 5% de gordura).
Omena et al.*? estudando niveis diferentes de farelo de
coco em tildpias detectaram uma varia¢ao de 1,15 a 1,81%.
(Tabela 5)

No que diz respeito as cinzas, as densidades de 75
e 125peixes/m’ apresentaram o maior percentual (2,0%),
em base imida, havendo similaridade estatistica (p< 0,05)
em base seca para as duas espécies. As amostras estiveram
dentro da faixa de 1,0 a 2,0% referidas na literatura 3**.
Minozzo* ao estudar a composi¢ao centesimal de tilapia
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Tabela 5. Composicdo centesimal e valor calérico do filé de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857) em
diferentes densidades de estocagem

Umidade 74,00 + 0,82

Proteina bruta
(BS)

76,66 + 2,7°

73,66 + 0,82

81,33 +1,4%®

73,00 = 0,9° 68,33 + 0,6°

83,00 + 1,5° 80,00 + 0,7 2,47

Lipideos totais
(BS)

3,00 £0,2°

Carboidratos (BS) 15,66 + 1,5°

Cinzas (BS)

4,66 + 0,5°

5,00 +£0,3°

5,66 + 0,6°

7,00 £ 0,8°

7,00 £ 0,3¢ 8,66 + 0,3¢ 4,88

3,66 £ 1,3° 5,00 + 1,4°

6,00 + 0,6% 7,00 £ 0,4°

*Analisadas 36 amostras com 3 repeticdes por densidades, com a média e o desvio-padrdo.Valores na mesma linha com letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Post-hoc de Tukey-HSD. BU = Base Umida; BS = Base seca e CV = Coeficiente de Variacdo.

do Nilo observou variagdes nos teores de cinzas de 0,7 a
3,1%. (Tabela 5)

O maior valor calérico foi encontrado na
densidade de 125peixes/m® (132kcal) e o menor na
densidade de 50peixes/m?® (101,66kcal). (Tabela 6)

Esses resultados permitiram classificar os filés
por densidades estudadas na categoria D (gordura <
5,0%; proteina > 20,0%). Portanto, sob o ponto de
vista nutricional, o valor desses filés é excepcional, visto
que podem ser utilizados na elaboracao de dietas para
pacientes obesos, diabéticos e que apresentem doencas
cronicas, como cancer e problemas cardiovasculares,
além de serem eficazes cardioprotetores, tém apresentado
bons resultados no tratamento de pessoas com distarbios
depressivos e psiquicos.

Os resultados obtidos referentes ao teor de
colesterol em base imida para os filés nas diferentes
densidades de estocagem estao apresentados da Tabela
6. Observa-se diferenca (p<0,05) entre as densidades. A
densidade de 50peixes/m’ apresentou o menor teor de
colesterol (41,33mg/100g) e o maior nivel foi detectado na
densidade de 125peixes/m*(79,33mg/100g). Os resultados
encontrados sdo superiores aqueles relatados por Ferreira

et al.”’ que encontrou o teor de colesterol de 33mg/100g
para o filé de tilapia do Nilo in natura criada em tanque
de terra e alimentada com ragdao comercial. Omena et

Tabela 6. Teores de colesterol em filé de Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857) em diferentes densidades

de estocagem

50 peixes/m? (BU) 41,33 +£3,5

75 peixes/m?3 (BU) 55,33 +3,5

100 peixes/m? (BU) 69,00 + 3,5

125 peixes/m? (BU) 79,33+ 3,5

!na |sa!as !! amostras com ! repeticoes por !ens!a!es coma m!!la e

o desvio-padrao. Valores na mesma coluna com letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Post-hoc de Tukey-HSD. BU=
Base Umida; BS= Base seca.
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al.*? detectou teores superiores com varia¢ao de 91,06 a
162mg/100g para filé de tildpia do Nilo alimentadas com
ragdes contendo diferentes niveis de farelo de coco. Apesar
do acréscimo do colesterol com o aumento da densidade
de estocagem, os teores de colesterol para ambas as
densidades estudadas estdao abaixo do limite recomendado
pela literatura que é de 300mg/dia para dieta humana.

A Tabela 7 apresenta o perfil de dcidos graxos
encontrados nas diferentes densidades de estocagem.
Dentre os dcidos graxos saturados (AGS) houve
predominéncia do dcido graxo estedrico (C18:0), em
relagdo aos demais AGS. Luzia et al.’® observando
a influéncia do verdo e inverno, verificaram para
tildpia no verao e no inverno teores de 14,1% e 13,1%
respectivamente. Omena et al.”? detectaram valores
inferiores a este estudo em tildpias alimentadas com
diferentes niveis de farelo de coco. Denke e Grund”
mostraram que a gordura rica em 4cido estedrico nao
eleva os niveis de colesterol total em comparagdo com a
dieta rica em acido oleico.

O 4cido graxo palmitico (C16:0) foi detectado
em baixa concentra¢do nao havendo diferenca (p<0,05)
entre as densidades (Tabela 7). Teores mais elevados
deste dcido foram encontrados por Nova et al.* para a
tilapia (22,0%), Menezes et al.*! em espécies de peixes
da Lagoa Mundau (tainha 12,97% e camurim 14,38%)
e por Omena et al.’> com uma variacao de 18,76 a
20,59% em tildpias alimentadas com rag¢des contendo
diferentes niveis de farelo de coco. Acredita-se que esse
acido graxo seja um dos principais responsaveis pelo
aumento do colesterol sérico*, visto que a concentra¢do
deste ester6ide dobra quando o consumo de dcidos
graxos saturados ¢ maior que o de dcidos graxos poli-
insaturados®. Isto evidencia, portanto, que os peixes
deste estudo apresentaram vantagens em relagdo as
espécies de dgua doce mencionadas.

Os dcidos graxos laurico (C12:0) e o miristico
(C14:0) foram detectados em pequenas concentragdes
em ambas as densidades estudadas demonstrando um
fator positivo destes filés pois, tal dcido graxo promove
hipercolesterolemia*. Teores elevados foram observados
por Menezes et al.*! e por Omena et al.*.

Os édcidos graxos monoinsaturados foram mais
abundantes na menor densidade (52,9), particularmente o
palmitoléico e oléico na densidade de 75peixes/m’, sendo esse
ultimo considerado importante sob o ponto de vista nutri-
cional devido aos seus efeitos benéficos citados na revisao de
Lira et al.*. Omena et al.”” detectaram valores inferiores em
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tilapias alimentadas com ragdes contendo diferentes niveis
de farelo de coco. Os 4cidos graxos monoinsaturados tém
efeito hipocolesterolémico intermedidrio®.

Quanto aos dcidos graxos poli-insaturados
(AGPI), os niveis de acido a-linolénico (C18:3 w-3)
detectados em ambas as densidades foram mais elevados
que os encontrados por Omena et al.*? em tildpias
alimentadas com rag¢des contendo diferentes niveis de
farelo de coco. O (C18:3 ®-3) é importante na modulag¢ao
do metabolismo do 4cido araquiddnico (C20:4 ©-6), com
conseqiiente redu¢ao da agregacao plaquetdria.

Levando em consideracao os beneficios conhe-
cidos a saide humana atribuida a ingestao de dcido
eicosapentaendico (20:5n-3, EPA) e o DHA (Acido
docosahexaendico), determinou-se a soma desses dois
dcidos visando uma avaliagao da qualidade nutricional das
espécies estudadas. SU et al.’, relataram que os dcidos graxos
poli-insaturados da familia 6mega-3 (EPA e DHA), além de
serem eficazes na prevengao de doengas coranarianas, tem
apresentado bons resultados no tratamento de pessoas com
distirbios depressivos e psiquicos. O somatdrio de EPA e
DHA encontrado para as densidades estudadas foram na
faixa de 4,06% a 6,85% com destaque para a densidade de
50peixes/m’. Valor superior foi detectado por Menezes et
al.*! em tainha da Lagoa Mundad (10,47).

A qualidade nutricional do perfil lipidico ava-
liada por diferentes indices encontra-se descrita na
Tabela 8. Alimentos que apresentam a razdo de dcidos
graxos poli-insaturados e saturados (P/S) abaixo de
0,45 tém sido considerados como indesejaveis a dieta
pelo Department of Health and Social Security*, por
sua potencialidade na indugdao do aumento de colesterol
sanguineo. Nas densidades estudadas esta razao variou de
1,15 na densidade de 125peixes/m®e 11,76 na densidade
de 100peixes/m®. Menezes et al.* detectaram valores
inferiores em peixes de dgua salgada, no entanto, o indice
P/S avaliado isoladamente tem recebido restri¢oes, uma
vez que ndo considera os efeitos metabdlicos dos acidos
graxos monoinsaturados®.

Considerando a razao n-6/n-3, valores abaixo
de 4,0 sugerem quantidades desejaveis a dieta para a
prevencao de riscos cardiovasculares®. A rela¢ao n-6/n-3
encontrado nesta pesquisa ficou acima do preconizado
pela literatura, os resultados encontrados promovem
as densidades estudadas a categoria de potencialmente
sauddveis destacando-se a de 100peixes/m®. A razdo
n-6/n-3 observada no presente estudo é inferior a de
outras espécies de agua doce relatadas por Moreira et al.*’
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Tabela 7. Perfil dos acidos graxos presentes nos filés de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1857) em diferentes
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Tipos de Acidos Graxos

A. Saturados

C14:0 2,04 £ 0,35° 0,46 + 0,26° 0,87 +0,13° 1,09 + 0,06°

c1e:0 2,31 £ 1,56° 1,50 £ 1,252 1,63 +£0,142 2,04 £ 0,052

c18:0 14,66 £ 0,16° 10,22 + 1,24° 0,36 £0,11° 16,28 + 1,132

Total 21,25 15,18 6,41 21,9
B. Monoinsaturados

C16:1 n-7 24,76 + 6,16° 27,71 +0,47° 3,44 £ 0,49° 20,91 + 1,84°

C18:1n-9 21,62 +0,13° 16,98 + 3,69° 13,45+ 1,032 19,60 + 0,45°

Total 52,9 48,58 20,43 47,61
C. Poli-insaturados

C18:2 n-6 5,44 + 0,08° 17,04 + 2,69° 22,81 +1,92° 571+047°

C18:4n-3 0,87 £ 0,242 8,10 +0,47° 519+ 1,92° 1,11+ 0,022

C20:3n-3 2,21 £0,36° 0,95 +0,19° 0,69 £ 0,16° 2,02 £0,05°

C20:5 EPA Nn-3 0,87 + 0,042 0,70 £ 0,19° 0,63 +0,11° 0,89 £ 0,032

C22:6 n-3 DHA 5,98 + 0,762 4,32 +£0,47° 3,97 + 1,09° 5,47 + 0,042
Total 24,98 68,28 75,39 25,27
I/S 3,66 7,7 14,95 3,33
P/S 1,18 4,5 11,76 1,15
Somatério de EPA + 6,85 5,02 4,60 6,36
DHA

*Analisadas 36 amostras em duplicata por densidade, com a média e o desvio-padrao.

Valores na mesma linha com letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Post-hoc de Tukey-HSD. I/S = Insaturados/Saturados; M/S
= Monoinsaturados/Saturados; P/S = Poli-insaturados/Saturados; Rel. Hiper/Hipo***** = Relacao acido graxo hipercolesterolémico / hipocolesterolémico
= 4cido graxo hipercolesterolémico (C14:0 + C12:0 + C16:0) / 4cido graxo hipocolesterolémico (monoinsaturado + poli-insaturados).
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Tabela 8. indices de qualidade nutricional da fracdo lipidica nos filés de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus,

1857) em diferentes densidades de estocagem

Densidades de

. P/S n-6/n-3
50 peixes/m? 1,18 1,22
75 peixes/m? 4,50 2,12
100 peixes/m? 11,76 3,13
125 peixes/m? 1,15 1,34

HH 1A IT
9,51 0,15 0,30
24.71 0,04 0,14
19,78 0,09 0,05
12,73 0,10 0,31

P/S = Poli-insaturados/Saturados; n-6/n-3 = ¥, da série Omega 6/ Y. a série Omega 3; HH = Y. hipocolesterolémicos/ 3. hipercolesterolémicos; IA = indice

de aterogenicidade e IT = indice de trombogenicidade?.

variacdo de 1,14 a 8,79. Menezes et al.*' encontraram em
peixes de dgua salgada uma variagao de 0,43 e 0,66.

O cdlculo da razdo X acidos graxos hipocoles-
terolémicos / 2. dcidos graxos hipercolesterolémicos,
indice (HH) relacionado mais especificamente com o
metabolismo do colesterol, resultou em valores elevados
destacando-se 24,71 na densidade de 75peixes/m’(Tabela
8). Testi et al.*® encontraram valores entre 2,03 a 2,46 pra
peixes de d4gua doce ou salgada. Menezes et al.*! detectaram
valores inferiores para peixes de dgua salgada. Valores
altos para essa relacdao sao desejdveis sob o ponto vista
nutricional®.

O indice de aterogenicidade (IA), que relaciona
os dcidos proé e antiaterogénicos foi encontrado em baixa
concentracao em ambas as densidades (Tabela 8). Valores
maiores foram descritos por Ramos et al.*! para quatro
espécies de agua doce variando de 0,49 no pintado e 0,86
para o pacu. Em contraste a relacio HH, valores mais
baixos para IA sao desejaveis.

Dentre as considera¢des para avaliacao da
qualidade dietética de alimentos é incluida a razao n-6/n-3
menor que 10*. Ambas as densidades possuem contetido
recomendado para a razdo n-6/n-3.

CONCLUSAO

Tendo como base os resultados obtidos, nas
condi¢oes em que os experimentos foram realizados,
pode-se concluir que: O aumento da densidade de
estocagem influenciou no crescimento dos peixes, sendo
que o nimero de 50peixes/m’ proporcionou maior
valor de rendimento de filé. A densidade de 125peixes/
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m® apresentou teores mais elevados de proteinas,
lipideos totais, cinzas, calorias e quando comparada a
outras densidades. Os teores de colesterol para ambas
as densidades estdo abaixo do limite recomendado de
300mg/dia para dieta humana. Os principais acidos graxos
encontrados em destaque foram: saturados (palmitico e
estedrico) na densidade de 50peixes/m’, monoinsaturados
(palmitoléico )na densidade de 75peixes/m’ e (oléico) na
menor densidade. J4 em relagao aos dcidos graxos poli-
insaturados da familia n-6 (linoléico) na densidade de
100peixes/m® e n-3 ( -linolénico) e (EPA) na densidade
de 125peixes/m’ e (DHA) na menor densidade de
estocagem. Os filés apresentam-se como fonte de dcidos
graxos hipocolesterolémicos e a razao encontrada entre
os dcidos graxos n-6:n-3 estdo dentro dos padrdes
recomendados. Os dados contidos neste estudo sao muito
importantes no ponto de vista nutricional e econémico
e poderdo contribuir para difundir o consumo de tainha
para adultos, gestantes e criancas devido ao seu valor
biolégico e a presenca de EPA e DHA. Esperamos que
estes resultados contribuam para bancos de dados que
auxiliarao na melhor estimativa de consumo de nutrientes
em inquéritos dietéticos.
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RESUMO

Este trabalho apresenta o diagnoéstico das condi¢des higiénico-sanitédrias dos servigos de alimenta¢do do municipio de
Santa Rosa, RS. Em cada estabelecimento foi aplicado um checklist (lista de verificacao) constituido de cinco requisitos
fundamentais para a manipulagdo higiénica dos alimentos. Além disso, foram realizadas andlises microbioldgicas do
ambiente, equipamentos, utensilios e nos manipuladores de alimentos. A avaliagao do checklist mostrou que 36% dos itens
ndo estavam em conformidade com a legislacdo vigente. As analises microbioldgicas do ar em dois ambientes demonstraram
elevadas contagens de fungos e leveduras e de micro-organismos aerébios meséfilos. Os equipamentos e utensilios avaliados
apresentaram resultados semelhantes, sendo que 100% e 86% das amostras apresentaram, respectivamente, contagem
de micro-organismos aerdbios mesoéfilos e de coliformes totais acima dos padrdes estabelecidos pela American Public
Health Association (APHA), os quais indicam condi¢des higiénicas insatisfatorias. Na avaliacdo dos manipuladores foram
previamente definidas as faixas de contagens para coliformes totais, sendo que 57,1% das amostras apresentaram valores
entre 10.001 a 100.000 UFC/mao, a maior faixa de contagem observada, o que indica ineficiéncia nos procedimentos
de higiene pessoal. Assim, os servigos de alimentagdo de Santa Rosa (RS) apresentam condi¢cdes higiénico-sanitarias
insatisfatérias, que podem colocar em risco os consumidores que frequentam tais estabelecimentos.

Palavras-chave. servicos de alimentagdo; checklist; condigdes higiénico sanitdrias.

ABSTRACT

A diagnosis on hygienic-sanitary conditions in food services located at municipality of Santa Rosa, RS was performed in
the present study. A checklist (verification list) including five fundamental requisites for hygienic food manipulation was
applied on each establishment. In addition, the microbiological analyses were carried out in the environment, equipments,
utensils and food manipulators. The assessment of checklist showed that 36% of items were not in compliance with the
current legislation. Microbiological analysis of the air from two environments showed a high counts for molds and yeasts
and mesophilic aerobics microorganisms. Equipments and utensils evaluated showed similar results, with 100% and 86%
of samples resulted in mesophilic aerobics microorganisms and total coliforms counts above the standard limits established
by the American Public Health Association (APHA), which indicate unsatisfactory hygienic conditions. For assessing the
food manipulator, the ranges for total coliforms counting were previous established, and in the present analysis, 57.1% of
samples presented values ranging from 10.001 to 100.000 cfu per hand, which were the highest range of counting observed
in this study. These findings indicate the inefficiency on the personal hygiene procedures. Thus, the food services at Santa
Rosa (RS) showed the unsatisfactory hygienic-sanitary conditions, bringing at risk the persons who frequent these food
establishments.

Key words. food services; checklist; hygienic-sanitary conditions.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento econdmico e as necessidades
de se enquadrar no mercado atual trouxeram mudangas no
perfil alimentar da comunidade. Esta mudanga é percebida
pelo aumento da procura pelos servicos de alimentacio,
os quais atendem a preferéncia dos consumidores que
procuram refeicdes convenientes no que se refere a
facilidade de aquisi¢ao e preparo ou consumo fora do
domicilio’. Segundo a Associagao Brasileira de Bares e
Restaurantes (Abrasel) o habito de alimentagao fora de
casa é crescente e corresponde a, aproximadamente, 25%
dos gastos dos brasileiros com alimentos?®. Esta linha de
crescimento é diagnosticada pela Associagdo Brasileira
de Refei¢cdes Coletivas (ABERC), a qual registrou que o
mercado de refei¢des coletivas forneceu 8,3 milhoes de
refei¢oes por dia em 2008 representando um valor de 9,5
bilhoes de reais por ano’.

Com frequéncia pessoas especialmente vulneraveis
utilizam estes servicos, como criangas, ancidos e doentes
com deficiéncia imunoldgica. Aliado a este fator, sabe-se
que as operagdes dos servicos de comidas em larga escala
sao especialmente perigosas em func¢ao da forma em que
os alimentos devem ser armazenados e manipulados*>®.
Segundo dados epidemiolégicos, grande ntimero
de epidemias associadas ao consumo de alimentos
contaminados sao causadas por alimentos preparados para
a alimentagao coletiva. De acordo com dados do Sistema
de Vigilancia Epidemioldgica das Doengas Transmitidas
por Alimentos (VE-DTA), 18,8% dos surtos de origem
alimentar ocorreram em restaurantes, abrangendo todo
o pais, no periodo de 1999 a 2004’

Esta realidade indica a necessidade de os servigos
de alimentagao implantarem a RDC n° 216 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)?, a qual
prevé a aplicacao das Boas Priéticas de Fabricacao (BPF)
nestes estabelecimentos a fim de garantir as condi¢des
higiénico-sanitdrias do alimento preparado®. A qualidade
da matéria-prima, a arquitetura dos equipamentos e
das instalagdes, as condigoes higiénicas do ambiente de
trabalho, as técnicas de manipulagao dos alimentos, a
saude dos funciondrios sdo fatores importantes a serem
considerados na producao de alimentos seguros e de
qualidade’.

Considerando a necessidade de aplicagao das BPF
nos servigos de alimentagdo com a finalidade de minimizar
os riscos associados a manipulacao de alimentos em
grande escala, este trabalho teve como objetivo avaliar as
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condigoes higiénico-sanitdrias dos servicos de alimentacao
situados no municipio de Santa Rosa, RS.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

A partir dos dados da Vigilancia Sanitaria do
municipio de Santa Rosa (RS) verificou-se o cadastro
de 20 estabelecimentos designados como servigos de
alimenta¢ao, incluindo restaurantes e pizzarias, em um
total de 18 estabelecimentos em funcionamento. Realizou-
se 0 processo de amostragem estratificada utilizando-se
um espago amostral de sete estabelecimentos, sendo
cinco restaurantes (codificadas como 1, 3,4,5 e 7) e duas
pizzarias (codificadas como 2 e 6).

Lista de verificagao

Aplicou-se uma lista de verificacao elaborada a
partir da lista de verificagao descrita na RDC n° 275 de 21
de outubro de 2002 da ANVISA' ¢ a partir da legislagao
especifica para servicos de alimenta¢do, a RDC n° 216 de
14 de setembro de 2004 da ANVISA®. A lista de verificagao
é composta de cinco requisitos com 114 itens: requisitos
gerais do estabelecimento (55), requisitos de higiene dos
estabelecimentos (24), higiene pessoal e requisito sanitdrio
(13), requisitos de higiene na producao (10), e requisitos
da drea de exposi¢ao dos alimentos (12).

Analises microbiologicas

Em cada servigo de alimenta¢ao foram coletadas
amostras do ambiente em dois locais — um na drea
de manipulagao e outro na drea de exposicao dos
alimentos; amostras dos equipamentos — uma mesa na
drea de manipulagao; amostras dos utensilios — um garfo
exposto no bufé; e amostras de um manipulador. Todas
as amostras, ap0s a coleta, foram analisadas em duplicata
e transportadas sob refrigeracdo ao laboratério para a
realizagao das andlises microbioldgicas.

As amostras do ar do ambiente foram analisadas
pela técnica de sedimenta¢ao simples''. Placas de Petri
contendo meios de cultura foram expostas, por 15
minutos, na drea de manipulacio e na drea de exposi¢do
dos alimentos. Utilizou-se o dgar para contagem total
(ACT) para a determinac¢do do nimero de micro-
organismos aer6bios mesoéfilos e dgar batata dextrose
(BDA) para contagem de fungos filamentosos e leveduras.
Asplacas de ACT foram incubadas a 35 °C, por 48 horas e
as placas de BDA foram incubadas a 25 °C, por 72 horas'".
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A amostra dos equipamentos foi coletada na
superficie de uma mesa na drea de manipulacdo; a
amostra dos utensilios foi representada por um garfo
exposto no bufé; também foi coletada amostra das méaos
de um manipulador. A técnica do swab'' foi empregada
na coleta das amostras dos equipamentos, utensilios e
manipuladores. As amostras dos equipamentos e utensilios
foram analisadas pela técnica de profundidade em ACT
para a determinagdo do nimero de micro-organismos
aerébios mesofilos e analisadas pela técnica de superficie
em agar vermelho violeta bile (VRB) para contagem de
coliformes totais. Para as duas andlises as placas foram
incubadas a 35 °C, por 48 horas''.

As amostras dos manipuladores foram analisadas
pela técnica de superficie em VRB e pela técnica de
semeadura em superficie em dgar Baird-Parker (BPA),
para contagem de estafilococos coagulase positiva. Para
as duas andlises as placas foram incubadas a 35 °C, por
48 horas''. Nas placas em que havia coldnias negras
circundadas por um halo de clarificagao foi realizado o
teste coagulase.

Os resultados foram comparados com as
recomendagdes e especificagdes estabelecidas pela
American Public Health Association (APHA)''. Na avaliacdo
das maos dos manipuladores, devido a inexisténcia de
padroes para contagem microbiana, foram estabelecidas
faixas de contagens para servir de orienta¢ao na defini¢ao
das condi¢des higiénico-sanitdrias. Portanto, foram
determinadas faixas de contagens de acordo com Andrade
etal.”, sendo estas: até 100; entre 101 e 1.000; entre 1.001 e
10.000; entre 10.001 e 100.000, expressas em UFC/mao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atendimento aos requisitos de boas praticas de
fabricacao

Na Figura 1 é apresentada a porcentagem de
conformidades dos cinco principais itens avaliados por
meio da aplicagdo da lista de verifica¢ao nos servigos de
alimentacao. Constatou-se que 64% dos itens estavam em
conformidade com a legislagao.

O item requisitos gerais do estabelecimento
apresentou a menor porcentagem de conformidades,
apenas 61% (Figura 1). Neste item, o requisito lavatérios
na drea de produgao apresentou 21% de conformidade,
pois apenas trés estabelecimentos possufam lavatérios
exclusivos para a higiene das maos na area de manipulagao.

Apesar destes estabelecimentos possuirem lavatérios,
0s mesmos nao apresentavam o material necessario
para realizar a higieniza¢ao correta das maos, como
exigido pela legislacao®, o que compromete a limpeza
adequada das maos ou causa a sua recontaminagao
durante a secagem em “panos de prato”. Outro requisito
importante refere-se ao abastecimento de dgua, em que
todos os estabelecimentos apresentaram o sistema de
abastecimento de dgua ligado a rede publica. No entanto,
quatro estabelecimentos ndo apresentavam reservatorio
de dgua, fator este preocupante considerando que pode
ocorrer falhas no abastecimento de dgua pela rede
publica o que pode levar a ocorréncia de contaminacdes
de dificil controle.
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Figura 1. Porcentagem de conformidades dos cinco requisitos avaliados
no checklist, de 7 estabelecimentos do municipio de Santa Rosa, RS, 2006.

Quanto ao fluxo de produgdo, quatro estabele-
cimentos nao apresentavam locais de pré-preparo,
isolados da drea de preparo por barreira fisica ou técnica.
Também ndo havia um fluxo de produgao ordenado
e sem cruzamentos, resultados estes preocupantes. O
Codex Alimentarius descreve a necessidade de prédios
e instalagcdes serem projetados de maneira a permitir a
separacao, por meio de divisoes, localizacao ou outros
meios eficazes, entre os diferentes tipos de operagdes
que possam levar & contaminagdes cruzadas, que sao
consideradas uma das principais causas da ocorréncia
de doengas de origem alimentar®. Outro fator agravante
foi a inexisténcia da aplicagdo de procedimentos de
higienizagao corretos dos equipamentos. Durante as
visitas aos estabelecimentos constatou-se a manipulacao
de produtos crus e produtos prontos na mesma mesa, a
qual ndo passava por um processo de higienizagdo entre
estes dois processos. Souza et al.'* também observaram,
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ao realizarem a aplica¢do de uma lista de verificagdo em
uma Unidade de Alimenta¢do e Nutri¢dao hoteleira, a
utilizacao das mesmas facas e tdbuas em diversos tipos
de preparag¢des. Similarmente, Panza et al."’ verificaram o
emprego da mesma faca para o corte de carnes e verduras,
sem a realizagao do processo de higienizagao entre o uso,
em um restaurante universitdrio o que leva a ocorréncia
de contaminagdo cruzada.

O item requisitos de higiene dos estabelecimentos
apresentou 64% de conformidade (Figura 1), entretanto
observou-se o emprego de procedimentos inadequados
de higienizacao das instalagdes, equipamentos,
moéveis e utensilios considerando que nenhum dos
estabelecimentos segue as instru¢des do fabricante no
que se refere a dilui¢ao dos produtos de higienizacao,
tempo de contato e modo de uso. De acordo com Giova
e Silva Jr.> as superficies e os demais ambientes de contato
com os alimentos devem ser limpos e desinfetados com
a finalidade de contribuir para o controle microbiano.
Apesar disso, nos estabelecimentos nao foi verificada a
realiza¢do da desinfec¢ao dos equipamentos com exce¢ao
de um dos estabelecimentos que utiliza dgua sanitdria
pura, sem dilui¢ao. Este procedimento, no entanto,
também ¢é incorreto considerando que um dos fatores
que influenciam a eficicia dos desinfetantes é a sua
concentra¢ao®. Dados semelhantes foram encontrados
por Genta et al.'* ao avaliarem seis restaurantes do
tipo self-service no municipio de Maringd, no estado
do Parand. Esses autores relataram que dentre os
restaurantes, cinco nao realizavam a etapa de desinfec¢ao
de instalacdes, equipamentos e utensilios, e um deles
utilizava produtos de limpeza sem registro no Ministério
da Satde.

Quanto ao aos itens higiene pessoal e requisito
sanitdrio foi verificado que os manipuladores de cinco
estabelecimentos nao estavam com o vestudrio necessario,
e alguns nao utilizavam calcados fechados. No item
asseio pessoal dos manipuladores constatou-se 86% de
nao conformidades. Foi observado manipuladores com
adornos como anéis e brincos, unhas compridas e lesdes
visiveis nos dedos. Oliveira et al.”” avaliaram cozinhas de
5 creches publicas e filantrépicas no municipio de Sao
Paulo e constataram 37,5% de inadequagdes quanto ao
item higiene dos manipuladores e 6,2% de inadequagao
no item saide dos manipuladores, que manipulavam
os alimentos com cortes ou lesdes na maos. De acordo
com a literatura e a legislagdao pertinente, toda pessoa
que tenha um corte ou ferimento na pele deve deixar de
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participar do processamento de alimentos, considerando
que feridas de pele supuradas estao normalmente
infectadas por Staphylococcus ou Streptococcus, portanto
podem ser transferidas aos alimentos durante a
manipula¢ao®®'s.

O item requisitos de higiene na producao
apresentou a maior porcentagem de conformidades,
75% (Figura 1). Apesar disto, os estabelecimentos
nao realizavam o controle da temperatura nas etapas
de recep¢dao e armazenamento das matérias-primas
e ingredientes que necessitam de condi¢des especiais
de conservagdo. Verificou-se, também, que quatro
estabelecimentos realizavam as operacdes de recepcao
da matéria-prima na prépria drea de manipulagao dos
alimentos em fungao das caracteristicas fisicas dos prédios,
que ndo apresentavam uma entrada lateral a fim de evitar
a contaminagao do alimento preparado com a matéria-
prima e com o pessoal que vem trazé-la.

O item drea de exposi¢ao dos alimentos apresentou
porcentagem de nao conformidades consideravel nos
parametros referentes ao piso (29%), tetos (57%), paredes
e divisorias (43%) associado, principalmente, a fatores
como estética. Alguns estabelecimentos apresentavam
tetos em cor escura, revestimento das paredes com
material permedvel, presenca de lonas na decoracio, as
quais propiciam o acimulo de poeira.

Quanto aos equipamentos de exposicdo dos
alimentos foram avaliadas, nas pizzarias, as bandejas
nas quais as pizzas eram servidas. Nas duas pizzarias as
bandejas utilizadas eram de madeira. Diversos autores
e as normas do Codex Alimentarius deixam claro que se
deve evitar o uso de qualquer equipamento ou utensilio
de madeira. A madeira ¢ bastante absorvente e dificil de
manter higiénica, ficando marcada, riscada e rachada
durante o uso normal, o que leva ao acimulo de bactérias
prejudiciais a saide, associadas a casos e surtos de
intoxica¢ao e contaminagdes cruzadas. Entre os materiais
mais apropriados estao o ago inoxidavel, os materiais
sintéticos e os derivados de borracha>®’.

De acordo com a legisla¢do®, os alimentos
preparados ap6s serem submetidos a cocgao devem
ser mantidos em condi¢oes de tempo e temperatura
que nao favoregam a multiplicacdo microbiana. Para a
conservagao a quente, os alimentos devem ser submetidos
atemperatura superior a 60 °C por, no maximo, seis horas.
Dentre os estabelecimentos avaliados apenas um nio
apresentou a temperatura ideal da d4gua do equipamento
de exposi¢do dos alimentos.
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Anélises microbioldgicas

Na Tabela 1 estao demonstrados os resultados
das anélises microbioldgicas da microbiota do ar em
dois ambientes: na drea de manipula¢do dos alimentos
(cozinha) e na drea de exposi¢do dos alimentos (bufé)
nos sete servigcos de alimentac¢do. De acordo com
as recomendac¢des da APHA!, que estabelece uma
contagem méxima de 30 UFC/cm?/semana para micro-
organismos aerébios mesoéfilos, os ambientes de todas as
cozinhas estavam em condigoes higiénicas insatisfatorias.
Considerando esta mesma recomendacao sao encontrados
resultados similares para fungos e leveduras. Em trabalho
desenvolvido por Andrade et al.'’, que avaliaram 12
restaurantes industriais localizados em Minas Gerais apenas
18,5% e 32,28% dos ambientes encontravam-se de acordo
com os padrdes para micro-organismos aerobios meséfilos
e contagem de fungos e leveduras, respectivamente.

Constatou-se que o grau de contaminag¢do do ar na
area da cozinha é semelhante ao da drea do bufé (Tabela
1). Assim, todos os ambientes em que os alimentos sao
expostos estavam em condi¢oes higiénicas insatisfatorias
quanto ao nimero de micro-organismos aerdbios
mesofilos e fungos e leveduras.

As amostras coletadas nas superficies das mesas
em todos os estabelecimentos apresentaram contagens
de micro-organismos aerébios mesoéfilos e de coliformes
totais acima do recomendado pela APHA", de 2 UFC/cm?

de superficie (Tabela 2). Dessa forma, as mesas em que
os alimentos eram manipulados apresentavam condic¢des
higiénicas insatisfatérias considerando que a coleta das
amostras foi realizada no inicio do trabalho, ou seja,
quando as mesas estavam higienizadas. O autor Silva Jr.’
traz como valor de referéncia um méximo de 50 UFC/cm’.
Considerando este valor como parametro, 86% e 100%
dos estabelecimentos apresentam contagem de micro-
organismos aerébios mesofilos e de coliformes totais
acima deste valor, respectivamente. A higieniza¢do correta
das superficies em que os alimentos sio manipulados
é de extrema importancia para a reduc¢do dos riscos de
contaminagao cruzada'®.

Uma amostra de utensilio (garfo) considerado
higienizado também foi avaliada. Nos restaurantes estes
estavam dispostos no bufé, enquanto que nas pizzarias os
mesmos se encontravam nas mesas. Neste caso os valores
recomendados pela APHA! sdo os mesmos encontrados
em bibliografias brasileiras que corresponde a 100 UFC/
unidade. Apenas o estabelecimento codificado com o
numero 2 apresentou o garfo em condi¢des higiénicas
adequadas, representando 14% dos estabelecimentos
que atenderam ao padrao recomendado para a contagem
de micro-organismos aerébios mesoéfilos e de fungos e
leveduras (Tabela 2).

A avaliagdao dos manipuladores foi realizada apds
higienizacao das maos (Tabela 3). Considerando o fato

Tabela 1. Contagem de micro-organismos aerébios meséfilos e fungos filamentosos e leveduras (UFC/cm?/semana) nas
areas da cozinha e do bufé em sete estabelecimentos do municipio de Santa Rosa, RS, 2006

Area da cozinha

Area do bufé

i Micro-organismos . Fungos Micro-organismos . Fungos
oy s ) or filamentosos e e "\ o filamentosos e
aerobios Mesofilo aerobios mesofilos
Leveduras Leveduras
1 2,0x10° 1,1x10° 1.5x10° 5,1x10°
2 4,3x10° 2,8x10° 2,9x10° 2,1x10°
3 2,0x10° 1.4x10° 2,7x10° 1.4x10°
4 1.3x10° 2,8x10° 3,0x10° 1,.4x10°
5 4,1x10° 3,3x10° 5,5x10° 5,5x10°
6 3,7x10° 7.6x10° 2,4x10° 6,9x10°
7 8,5x10' 3,0x10° 1,2x10° 2,6x10°
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Tabela 2. Contagem de micro-organismos aerébios mesoéfilos e coliformes totais de amostras coletadas na superficie de
mesa de manipulacdo localizada na cozinha e de garfo exposto no bufé em sete estabelecimentos do municipio de Santa
Rosa, RS, 2006

<1 Ox10 estimado 2, 1x10° 6, 7x10° 1 3x10

4,3x10° 1,5x10° 1,0x10° 1,7x10°

79x10 1 1x10 63x10

9,9x10°

2,0x10° 2,5x10° 2,4x10° 8,1x10°

' Valores expressos em (UFC/cm?)
2 Valores expressos em (UFC/unidade)

Tabela 3. Faixa de contagem de bactérias do grupo coliformes totais em maos de manipuladores de sete estabelecimentos
do municipio de Santa Rosa, RS, 2006

0a100

1.001 a 10.000

Ialxas !e contaminacao !e acor!o com parametros !e !n!ra!e et al.

CONCLUSAO

de nao haver especifica¢oes a respeito da contagem de
coliformes totais nas maos dos manipuladores realizou-se

a comparagao com um trabalho semelhante, que utilizou Considerando o alto grau de nao conformidades

a mesma técnica do swab de acordo com a metodologia
descrita pela APHA'™.

Os dados sao preocupantes considerando que
mais da metade das amostras (57,1%) tiveram contagem
de coliformes totais entre 10.001 a 100.000 UFC/
mao, ou seja, a maior faixa de contagem encontrada.
Andrade et al.'” constataram apenas 5,9% das amostras
nesta faixa. Staphylococcus coagulase positiva nao foi
detectado em nenhuma das amostras coletadas de maos
de manipuladores.

'S

04

constatado concluiu-se pela necessidade de investimentos
por parte dos estabelecimentos no sentido de adequar e
atender as exigéncias da legislagdo com os objetivos de
melhorar a qualidade dos servi¢os e produtos e proteger
a satde do consumidor.
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RESUMO

Foram avaliados os pardmetros fisico-quimicos de qualidade em amostras de peixe salgado e seco (bacalhau)
comercializado no mercado varejista da Cidade do Rio de Janeiro/R]. Das 20 amostras analisadas, 75%
apresentaram valores de umidade acima do limite maximo permitido pela legislagao. Os valores de Aa
variaram entre 0,70 e 0,84. A faixa predominante do pH foi de 5,7 a 6,0 e apenas uma amostra se destacou
das demais por apresentar pH 7,1. Os valores de Bases Volateis Totais (BVT) variaram de 1,76 a 10,58mg
N/100g. A quantidade de residuo mineral fixo total foi maior do que o limite estabelecido em 25% das
amostras analisadas. Em todas as amostras analisadas, o indice de cloretos foi superior ao valor minimo
estabelecido. Em 14 das 20 amostras coletadas, foi realizada a determinacio do ranco oxidativo, e quatro
apresentaram resultados positivos. Observou-se a ocorréncia de fraude, pela adicdo de sulfito de sédio em
uma amostra e pela presenca de histamina em quantidade de 2 a 5 mg/100g em uma outra amostra. De
modo geral, a qualidade do bacalhau disponivel ao consumo apresentou-se insatisfatéria, em fun¢do do
percentual de amostras que mostraram nao conformidade com os padrdes oficiais para alguns pardmetros
e pela presenca de ranco, sulfito e histamina, que além de sugerirem perda de qualidade do produto, esses
podem comprometer a saide do consumidor.

Palavras chave. bacalhau, qualidade, controle fisico-quimico.

ABSTRACT

Physical-chemical quality parameters in samples of salted and dried fish (codfish) traded in retail markets
at the city of Rio de Janeiro/R] was evaluated. Of 20 analyzed samples, 75% showed the humidity rates
above the maximum limit permitted by legislation. The rates of Aa varied from 0.70 to 0.84, and the pH
value was predominantly on average from 5.7 to 6.0, and only one sample had pH 7.1. The total volatile
bases (TVB) values varied from 1.76 to 10.58mg N/100g, and the total quantity of fixed mineral residue
exceeded the limit in 25% of analyzed samples. All of analyzed samples had chloride contents higher than
that established minimum limit. In 14 out 20 collected samples, the oxidative rancidity was determined,
and four samples showed positive result. =

Key words. codfish, quality, physical-chemical control.
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INTRODUCAO

O pescado é um alimento de excelente valor
nutricional, com proteinas de alto valor bioldgico e
lipidios insaturados, além de vitaminas e sais minerais
que complementam uma dieta saudavel. O bacalhau é
um peixe comercializado salgado e seco, consumido por
grande parte da populagdo. Entretanto, vdrios fatores
podem influenciar a qualidade desse produto, tais como:
obten¢ao da matéria-prima, transporte, desembarque,
processamento, armazenamento e o modo de exposi¢ao
na drea de vendas.

A elevada atividade de dgua (Aa), a composi¢do
quimica, o teor de gorduras insaturadas facilmente
oxidaveis e, principalmente, o ponto de hidrogénio i6nico
(pH) préximo da neutralidade, tornam o pescado um dos
alimentos mais suscetiveis a deterioragao’.

A realiza¢ao da salga em peixes é um antigo e
tradicional método de conservagdo®. O objetivo dessa
operac¢io é diminuir a Aa do produto para aumentar sua
estabilidade microbiana, quimica, bioquimica e também
contribuir para o desenvolvimento de caracteristicas
desejaveis de aroma e sabor nos produtos’. Produtos
com altos teores de sal, como o pescado salgado e seco,
sdo considerados de ficil conservacdo, apesar de nao
estarem livres de sofrer deterioracao®, decorrente de agao
enzimatica e/ou bacteriana, resultando na produ¢ao
de vérios compostos nitrogenados, cujo conjunto é
denominado bases volateis totais (BVT), sendo que a sua
quantificacdo é considerada um parametro de frescor®.

Outro importante pardmetro de qualidade para
este tipo de alimento é o teor de residuos minerais fixos
(cinzas), que expressam o contetido de sais minerais
presente no pescado. No entanto, nesse tipo de alimento, o
percentual de cinzas serd influenciado pela quantidade de
cloreto de sédio adicionada durante o seu processamento
tecnoldgico.

O bacalhau quando dessalgado contém em média
1,3% de gordura sendo a distribuicao de dcidos graxos
saturados, equivalente a de dcidos graxos insaturados®.
A fragdo de acidos graxos insaturados estd altamente
propensa a rancidez oxidativa’. E esta pode significar
a ingestdo de substancias potencialmente tdxicas que
contribuem para a ocorréncia de processos como
arteriosclerose e o cancer®.

O uso de conservantes e outros aditivos alimentares
em diferentes paises é limitado por legislagdes especificas,
em fungdo do efeito toxico de muitas dessas substancias.

A legislagao brasileira estabelece que o uso de aditivos
deve ser limitado a alimentos especificos, em condi¢des
especificas e ao menor nivel para alcancar o efeito
desejado’.

Mais um aspecto relevante a ser ressaltado é
que, na deterioracio dos peixes sio formadas aminas
biogénicas através da descarboxilagdo de aminoécidos por
enzimas bacterianas e, dentre essas, destaca-se a histamina
pelo potencial alergénico, mas que tem seu efeito
potencializado pela presenca de outras aminas como a
putrescina e a cadaverina, provenientes da descarboxilagao
da lisina e da arginina'®'"'>",

Sendo assim, neste trabalho objetivou-se avaliar
através de pardmetros fisico-quimicos, a qualidade do
peixe salgado seco (bacalhau) comercializado na Cidade
do Rio de Janeiro, propondo-se sugerir através dos
resultados, possiveis falhas no processamento tecnoldgico
deste produto e/ou no controle de qualidade do mercado
varejista, onde o mesmo é exposto a venda.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 20 amostras de bacalhau (Gadus
morhua) salgado seco, coletadas em estabelecimentos
varejistas localizados na Cidade do Rio de Janeiro por a¢ao
da Vigilancia Sanitdria Municipal (VISA-R]J), durante o
periodo de agosto a dezembro de 2007. Ap6s a obtencao, as
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Controle
Fisico-Quimico de Alimentos da Faculdade de Veterindria
da Universidade Federal Fluminense, para a realizacdo dos
procedimentos analiticos.

Segundo métodos analiticos oficiais descritos pelo
Laboratério Nacional de Referéncia Animal (LANARA)'™,
foram realizadas andlises fisico-quimicas de umidade,
pH, cinzas, cloretos e BVT. Para a realizagao das analises
de BVT, as amostras foram dessalgadas, de acordo com
a metodologia preconizada pela cartilha orientativa
sobre pescado salgado e pescado salgado seco da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA)". Ainda
seguindo a referéncia analitica do LANARA, foi realizada a
prova de “Kreiss” para a determina¢ao do ran¢o oxidativo,
mas esta foi realizada em 14 das 20 amostras devido
a insuficiente quantidade de gordura obtida em 6 das
20 amostras. A atividade de dgua (Aa) foi determinada
utilizando o aparelho “Pawkit®” (Decagon Devices, Inc.,
USA). A determinagdo de sulfito de sédio foi realizada
segundo o Instituto Adolfo Lutz'® e o teor de histamina
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pelo método de Cromatografia em Camada Delgada,
proposto por Schutz, Chang e Bjeldanes".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de umidade, Aa, pH, BVT,
cinzas e cloretos das amostras de bacalhau salgado e seco,
assim como, desvio padrao, valores minimos e maximos
obtidos, os valores legais de referéncia e os percentuais
de amostras fora do padrao legal vigente, podem ser
observados na Tabela 1.

Verificou-se que, entre as 20 amostras analisadas,
15 (75%) apresentaram valores de umidade acima de
45%, que é valor méaximo estabelecido pelo Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Salgado e
Peixe Salgado Seco'®, para espécies de pescados consi-
deradas magras, categoria na qual estd inserido o
bacalhau. Em trabalho realizado por Souza et al."’, 100%
das 15 amostras de bacalhau analisadas encontravam-
se com a umidade acima do valor especificado pelo
Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) %, que estabelece
como limite maximo 35% de umidade. Neste mesmo
estudo, foi encontrado valor de umidade média em
torno de 46,3%, sendo esse valor menor do que o valor
médio encontrado nas amostras analisadas no presente
trabalho, que foi de 47,21%.

Com rela¢do ao armazenamento e a exposi¢ao
em estabelecimentos comerciais, a umidade relativa do
ambiente interferird na absor¢ao de dgua pelo bacalhau.
Sendo assim, cuidados devem ser tomados no intuito
de evitar o aumento da umidade e também da Aa neste
produto, pois em alimentos com maiores teores de
dgua a proliferacao de micro-organismos, dentre eles os
patogénicos, ocorre mais facilmente’.

Os valores de Aa das amostras de bacalhau
variaram entre 0,70 e 0,84. Nao ha um padrao proposto
pela legislacao para este parametro neste produto. Falhas
no processo de salga ou até mesmo no armazenamento e
exposi¢ao do bacalhau nos estabelecimentos comerciais,
podem interferir no aumento da umidade e da Aa. O
efeito osmdtico decorrente da salga é representado
pela penetracao do sal e saida da dgua livre existente na
carne do pescado. Falhas neste processo respondem pelo
aumento dos teores de umidade e Aa do bacalhau.

Com relagao ao pH das amostras analisadas, a
faixa predominante em 15 amostras (75 %) foi de 5,7
a 6,0. Nesta faixa de pH estdo classificados os alimentos
de baixa acidez, os quais requerem cuidados especiais de
armazenamento devido a possibilidade de crescimento
de bactérias patogénicas'. Uma amostra se destacou das
demais por apresentar pH de 7,1, sugerindo possivel
degradacao de aminodcidos e da ureia, a desaminagao
da creatina do pescado, ou ainda, fraude por adi¢ao de

Tabela 1. Resultados das andlises de umidade, Aa, pH, BVT, cinzas e cloretos realizadas nas amostras de bacalhau

Resultados

Valores %Fora
Analises Valor Desvio Valor Valor Legais de do Padrao

Médio Padriao Minimo Maximo Referéncia Legal
Umidade (%) 47,21% +5,16 32,11% 56,73% 45%¢ 75%
Aa 0,73 +0,02 0,70 0,84
pH 6,0 +0,31 5,7 7.1
*BVT (mg 3,17 +2,10 1,76 10,58 30 mg Nenhuma
N/1009g) N/100g°
Cinzas (%) 23,26% +3,23 17,22% 31,21% 25%° 25%
Cloretos (%) 19,43% +2,87 14,67 % 25,53% 10%? Nenhuma

aPortaria N° 52 de 2000 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA)'®

®Portaria N° 185 de 1997 do Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)*

¢Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)?°

--- Nao ha padrao estabelecido pela legislacao atual para pescado salgado seco.

" Esta andlise foi realizada com as amostras dessalgadas e os valores obtidos foram comparados com os valores legais vigentes para pesco fresco.
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polifosfato, que neste estudo nao foi objeto de avaliagdo.
Os resultados obtidos para pH se apresentaram, em
média, inferiores aos encontrados por Lauritzsen et al.?'.
Segundo estes autores, em peixes como o Gadus morhua,
o pH pode variar de 6,8 a 6,9 em um a dois dias ap6s sua
morte, sendo que no bacalhau apés 28 dias de cura pelo
sal, o pH pode declinar para 6,2.

Como relatado anteriormente, as andlises BVT
foram realizadas nas amostras de bacalhau apés a
completa retirada do sal. O objetivo da dessalga foi o de
poder comparar os valores obtidos nesta anélise com
os propostos pela legislacao, que sao instituidos para
peixes frescos, visto que, se bem conservado pelo sal,
apods dessalgado o peixe deve conter os mesmos valores
de BVT que possuia antes da realizagao da salga, que por
sua vez, deve ter sido realizada com o peixe ainda fresco.
Os resultados de BVT obtidos nas amostras dessalgadas,
variaram de 1,76 a 10,58mg N/100g. Estes valores estao
abaixo do limite maximo de 30mg N/100g, estipulado para
peixes frescos e nao elasmobranquios, pela Portaria N° 185
do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA)*.

Com relagdo aos valores de residuo mineral fixo,
cinco amostras (25%), excederam o limite maximo de
25% estabelecido pelo RIISPOA? e, o teor de cloreto de
sédio, estava acima do limite minimo estabelecido pela
legisla¢ao brasileira para pescado salgado e seco'®, que é
de 10%, em todas as amostras analisadas. O teor de sal
observado variou entre 14,67 e 25,53% (média=19,43%),
sugerindo nao haver problemas tecnolégicos com rela¢ao
a este pardmetro. Porém, vale ressaltar que a quantidade
de sal presente na amostra influencia no teor de residuo
mineral fixo, e os valores bem acima do limite minimo,
podem ter contribuido para o excesso de residuo mineral
fixo detectado em algumas amostras.

Os peixes sao boas fontes de acidos graxos poli-
insaturados, e quando esses alimentos sao processados
e armazenados, como é caso do pescado salgado seco,
ficam mais propensos a oxidagdo®. Nesta pesquisa a
presenca de rancgo oxidativo ocorreu em quatro das 14
amostras analisadas. A velocidade de oxida¢ao depende
de diversos fatores como: grau de saturacao dos dcidos
graxos, temperatura, umidade e a presenca de outras
substancias que favorecam reacoes de oxida¢ao’. A salga
ndo evita a degradac¢do quimica, pelo contrario, o sal
acelera a oxidagao lipidica por se tratar de um elemento
pré-oxidante da gordura. Dessa forma quanto mais gordo
e salgado for o bacalhau, mais propenso estard a rancidez'.

Deve-se ressaltar que essa alteracdo é um fator de risco a
satde do consumidor, visto que os peréxidos e muitos de
seus produtos de degradagdo apresentam propriedades
citotdxicas®.

Das 20 amostras analisadas em uma constatou-
se adi¢ao de sulfito de sédio, sendo caracterizada agao
fraudulenta. Este fato é bastante preocupante, pois
este aditivo possui efeitos tdxicos quando ingerido. A
legislagdo brasileira ndao permite o uso de sulfito de
sédio como conservante em pescado, com exce¢do de
camardes e lagosta logo apds a captura para prevenir
o escurecimento enzimadtico*. Segundo Ring et al.”,
as reagdes alérgicas por alimentos representam um
problema atual e crescente na medicina clinica. Os
sintomas de alergias originarias dos alimentos incluem:
reacoes de pele, respiratdria, gastrointestinais e sintomas
cardiovasculares, tendo como a manifestagdo mais
relevante o choque anafilatico.

Uma das amostras apresentou teor de histamina
entre 2 a 5 mg/100g. Apesar de ndo ser uma andlise de
rotina nesse produto, a presenca de aminas biogénicas
sugere degradacao de aminodcidos, portanto perda de
qualidade. A presenca de histamina em produtos salgados
pode ocorrer, pois bactérias como a Morganella morganii,
sdo capazes de se desenvolver mesmo em alimentos com
alto teor de sal, e por agdo de suas enzimas ocorre a
descarboxilagao do aminoécido histidina com a formacao
de histamina®. O perigo da histamina em pescado é
intensificado pela sua caracteristica de ndo volatilidade
e resisténcia ao tratamento térmico, além disto, ela pode
conferir toxicidade ao produto mesmo antes deste ser
considerado deteriorado ou sensorialmente inaceitavel’.
Intiimeras reagdes adversas tém sido atribuidas as aminas
biogénicas provenientes da dieta. Varios sintomas foram
alegados em fungdo da ingestao de histamina, dentre
eles, urticédria, dores de cabeca, diminuicao da pressao
sanguinea, rubor, espirros e angustia respiratdria e
gastrointestinal®.

CONCLUSAO

O teor de umidade acima do maximo permitido e
os valores de residuo mineral fixo acima do padrao oficial
caracterizam perda de qualidade do bacalhau. A presenca
de rango oxidativo também interfere na qualidade e esta
relacionada com risco a saide do consumidor, assim como
a presenca de sulfito de s6dio e de histamina. O sulfito,
além de possuir efeitos toxicos, também caracteriza fraude
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no

comércio deste produto. A detec¢do de histamina e de

rang¢o oxidativo, juntamente com os outros resultados
obtidos e citados acima, demonstram que ¢é necessario
um maior controle na qualidade do bacalhau salgado e
seco comercializado em mercados varejistas da Cidade

do

Rio de Janeiro.
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RESUMO

Este estudo teve a finalidade de identificar as caracteristicas fisico-quimicas, o perfil de dcidos graxos
e a qualidade microbiolégica dos queijos de leite de cabra comercializados no Estado da Paraiba. As
amostras de queijo de leite de cabra analisadas apresentaram os seguintes valores médios nas andlises
fisico-quimicas: umidade 41,14 %; proteinas 25,39 %; lipideos 28,66 %; acidez 0,05 % e cinzas 3,95 %.
Quanto ao perfil de acidos graxos, os valores percentuais médios foram, de dcidos miristico (C14:0)
11,95; palmitico (C16:0) 27,96; e oléico (C18:1) 15,41. Os queijos analisados apresentaram-se dentro
dos limites da legislacao vigente em relagdo aos aspectos microbioldgicos, contudo, a elevada contagem
de micro-organismos psicrotroéfilos, fungos filamentosos e leveduras sugerem que héd necessidade de
adogao de melhores condi¢des higiénico-sanitarias ao longo de seu processamento. As caracteristicas dos
queijos apresentaram-se satisfatoria, porém, maior adequagdo das etapas que envolvem o transporte e
beneficiamento da matéria-prima poderia garantir a maior qualidade do produto final.

Palavras-chave: leite de cabra, queijo, controle de qualidade.

ABSTRACT

This study assessed the physical-chemical characteristics, the fatty acids profile and the microbiological
quality of goat cheese samples marketed in Paraiba state, Brazil. The analyzed goat cheese samples
showed the following average values for physical-chemical aspects: moisture 41.14 %; proteins 25.39
%; fat 28.66 %; acidity 0.05 %; and ashes 3.95 %. Regarding to the fatty acids profile, the highest average
percentage values were found for miristic (C14:0) 11.95 %; palmitic (C16:0) 27.96 %; and oleic acid
(C18:1) 15.41 %. All of cheese samples were in accordance to the current legislation concerning the
microbiological aspects. Nevertheless, on account of high psychrothrophic bacteria counting, moulds
and yeasts , it is reccommended an implementation of hygienic and sanitary conditions along the cheese
processing. All in all the quality of analyzed goat cheese samples showed to be satisfactory, although, a
better adequacy on raw food manufacturing and shipping could be improved to guarantee high quality
of the final product.

Key-words: goat milk, cheese, quality control.
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INTRODUCAO

A grande parte da produ¢ao mundial de leite de
cabra é destinada a fabricagao de queijos, se constituindo
o subproduto de maior interesse tecnoldgico e econdmico.
Conforme Lopes etal., a produ¢ao e a comercializacao de
queijo mostraram-se mais rentdveis que a comercializa¢ao
do leite in natura, representando uma alternativa para o
incremento da renda do produtor de leite. Na Franca,
um dos paises com maior produgdo de leite de cabra,
aproximadamente 80% da produgao é transformado em
queijos, sendo que este valor é de 57% na Espanha e 63%
na [talia.

No Brasil, a producdo de queijos a partir do leite
de cabra ainda é restrita, o que torna a sua comercializagao
dificil, limitando-se apenas as regides aonde eles sao
produzidos. A participagao no mercado de produtos
ldcteos caprinos industrializados no Brasil é de apenas 3%,
sendo que 95% da producao é comercializado na forma de
leite fluido, e 2% na forma de leite em p6*’. No mercado
nacional, o elevado prego do queijo de leite de cabra faz
com que esse produto seja consumido, geralmente, por
individuos de alto poder aquisitivo, tendo em vista que
até algum tempo atrds seu consumo era praticamente
mantido por produtos importados.

Segundo Katiki et al.* hd cerca de 30 anos somente
encontrava-se queijos de leite de cabra importados no pats.
O marketing e a divulgagao, promovendo os queijos de
leite de cabra, sao de grande importancia na popularizacao
do seu consumo, dando énfase nas suas caracteristicas
nutricionais, explorando as suas vantagens em rela¢do
aos outros produtos como hipoalergenicidade, alta
digestibilidade, alto teor em dcidos graxos de cadeia curta,
proteinas, célcio, dentre outros atributos nutricionais.

Um dos grandes entraves para a comercializagao
de produtos derivados de leite de cabra refere-se a sua
baixa qualidade microbioldgica devido a falta de manejo
adequado do leite por parte dos pequenos produtores.
Sendo o leite extremamente susceptivel a contaminagao
por micro-organismos, em face as inumeras fontes de
contaminagdo desde a ordenha até o seu processamento,
tal produto pode causar prejuizos tanto a saide do
consumidor quanto ao processamento industrial.

Os queijos produzidos com leite de cabra na
Regidao Nordeste sdao, em sua maioria, queijos coalho
ou frescal. De modo geral, o uso do leite pasteurizado
juntamente com o emprego de fermento lactico, no Brasil,
tem contribuido de forma significativa para a melhoria da
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qualidade dos queijos®. Entretanto, tal fato ndo ocorre de
forma uniforme em todo o Nordeste brasileiro, em relacao
aos produtores de queijo de coalho, observando-se, desta
forma, diferencas na qualidade do desenvolvimento do
sabor e nas caracteristicas microbioldgicas destes queijos,
o que indica uma ndo padronizagado das caracteristicas dos
queijos desta regiao.

Diante do exposto, com este trabalho objetivou-se
analisar a qualidade nutricional dos queijos comercializados
no Estado da Paraiba por meio da caracterizagao fisico-
quimica, microbioldgica e avaliagao do perfil de acidos
graxos, gerando informagoes que contribuam para a
melhoria da qualidade e expansao dos conhecimentos
sobre este produto, e subsidiando assim o seu potencial
de comercializa¢ao.

MATERIAL E METODOS

Local de execugao e amostragem

Apds submissao do projeto de pesquisa ao Comité
de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide/
UFPB e conforme aprova¢ao do mesmo (Protocolo n°
103/06/07) iniciou-se o experimento.

A coleta das amostras foi realizada periodicamente
em supermercados e demais locais distribuidores no
Estado da Paraiba. As amostras coletadas apresentavam-se
devidamente embaladas e dentro dos prazos de validade,
sendo acondicionadas em recipiente de isopor com gelo
para serem transportadas até a Universidade Federal da
Paraiba— UFPB, onde foram armazenadas sob refrigeracao
até o momento das andlises. Amostras denominadas de A
e B foram obtidas em supermercados e padarias, enquanto
que, as do grupo C foram provenientes de feiras livres. O
estudo foi subdividido em seis experimentos representando
cada localidade produtora. Para cada procedéncia foram
coletados 5 queijos, por vez, totalizando 30 amostras,
analisando-as em triplicata.

Os ensaios fisico-quimicos, microbioldgicos
e perfil lipidico foram realizados no Laboratério de
Bromatologia, no Laboratério de Microbiologia dos
Alimentos, Laboratdrio de Técnica Dietética DN/CCS/
UFPB e Laboratério de Cromatografia Instrumental CT/
DEQ/UFPE, respectivamente.

Anélises fisicas e quimicas

Nas avaliacoes fisico-quimicas foram determi-
nados: Proteina — realizada seguindo-se o método Micro-
Kjedahl, método 467/1V — Instituto Adolfo Lutz (IAL)%
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Lipideos — Utizando-se butirometro de Gerber para
queijo’; Umidade — Procedendo-se secagem até obtengao
de peso constante, método 012/IV Cinzas — Mediante
carbonizacao seguida de incineragdao a temperatura de
550°C, método 018/IV; Extrato seco desengordurado
— Obtido da subtragao da porcentagem de lipideos do
extrato seco total, método 431/IV e Acidez — Mediante
titulacao, sendo utilizado a acidez em dacido lactico,
método 463/1V, IALS.

As amostras foram submetidas as andlises de
determinac¢ao de dcidos graxos, conforme metodologias
a seguir. Inicialmente, os lipideos foram extraidos das
amostras de queijo segundo método descrito por Folch,
Less e Stoane-Stanley®. Do extrato lipidico, tomou-se
uma aliquota de 5 mL para a execu¢do do processo de
preparacao dos ésteres metilicos, seguindo-se o método
descrito por Hartman e Lago’.

As amostras transmetiladas foram analisadas em
Cromatografo a Gés injetando-se uma aliquota de 1 pL
do extrato esterificado e a identificagdao dos dcidos graxos
foi feita pela compara¢do dos tempos de reten¢do e as
percentagens dos dcidos graxos foram calculadas mediante
o software — Peaksimple (SRI Instruments — USA). Os
acidos graxos foram quantificados por normalizagao das
areas dos ésteres metilicos e os resultados foram expressos
em percentual de drea (%).

Analises Microbioldgicas

As analises microbiolégicas foram realizadas
segundo metodologia descrita por Vanderzant;
Splittstoesser'®: Numero Mais Provavel de Coliformes
Totais e Fecais - o nimero mais provavel de coliformes
totais e fecais foi determinado por meio da técnica
dos tubos multiplos, utilizando-se caldo CLBVB com
incubacdo a 37 °C por 24-48 horas e caldo EC com
incubagao a 45 °C por 24 horas para a andlise de coliformes
totais e fecais, respectivamente. Contagem de Bactérias
Psicotrofilas - A contagem de Bactérias Psicotrdfilas (log
UFC/g) se realizou por meio da técnica de plaqueamento
em superficie utilizando-se dgar contagem padrao e
incubagdo a 7 °C por cinco dias. Contagem de fungos
filamentosos e leveduriformes - A contagem de fungos
filamentosos e leveduriformes (log UFC/g) foi realizada
através da técnica de plaqueamento em superficie
utilizando-se Agar Sabouraud e incubagdo a 25 °C
por trés a cinco dias. Pesquisa de Salmonella - Para a
pesquisa de Salmonella — Inicialmente, realizou-se um
pré-enriquecimento da amostra com Caldo Lactosado,

em seguida ocorreu a etapa de enriquecimento seletivo
utilizando-se Caldo Tetrationato e Caldo Selenito Cistina.
A terceira etapa consistiu em realizar o plaqueamento de
aliquotas dos caldos de enriquecimento seletivo em Agar
Bismuto Sulfito e Agar Entérico de Hektoen. As colonias
com caracteristicas tipicas de Salmonella foram isoladas
em Agar Nutriente para, posteriormente, serem realizados
os testes bioquimicos confirmatérios. Contagem de
Staphylococcus spp. e detecgdo de S. aureus coagulase
positivo - A contagem de Staphylococcus spp. (log UFC/g)
foi executada por meio da técnica de plaqueamento em
superficie utilizando-se o Agar Baird-Parker adicionado de
telurito de potdssio a 1% e emulsdao de gema de ovo como
meio de contagem. Apds a contagem, foram selecionadas
coldnias caracteristicas de Staphylococcus coagulase
positivo (circulares, pretas, pequenas, lisas, convexas, com
bordas perfeitas, rodeadas por uma zona opaca e/ou halo
transparente), sendo estas cepas submetidas aos testes de
confirmacao: colora¢gdo de Gram, catalase, coagulase e
DNAse.

Analises estatisticas

Na andlise estatistica a avaliagao das médias das
diferentes marcas de queijo foi realizada por meio da
analise de variancia (ANOVA) univariada. Os tratamentos
estatisticamente diferentes foram comparados através do
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A andlise
estatistica foi elaborada no programa estatistico SigrmaStat
versao 3.1'%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios (%) e desvios-padrao dos
parametros fisico-quimicos das amostras de queijos de
leite de cabra estao apresentados na Tabela 1. Machado
et al.'?, em pesquisa com queijos minas artesanal,
relatam valores médios de cinzas (3,79%); acidez
(0,28%); proteinas (17,06%) e gordura (29,22%) que se
apresentaram abaixo dos valores médios encontrados.
Camacho et al."” estudando as caracteristicas quimicas
e fisicas de diversos tipos de queijo de cabra obtiveram
a seguinte composicao média: umidade 43,9%, cinzas
2,87 a 3,9%, proteinas totais 18,64% a 23%, e lipideos
de 25,20 a 27,00 %, que diferiram dos resultados obtidos
apresentando-se na sua maioria, abaixo da média.

Considerando-se ainda que Cavalcante et al.*, a0
avaliarem queijos de coalho regionais em diferentes tempos
de maturagdo, encontraram uma composi¢ao média de
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37,95 a 42,57% de umidade; 28 a 34,30% de lipideos;
23,12 a 27,70 % de proteinas; e 3,99 a 4,33 % de cinzas,
permanecendo assim os resultados obtidos no presente
estudo, acima dos valores dos demais. Possivelmente, estas
variagdes aparecem em funcdo de diversas varidveis como
o tipo da raga caprina, dieta animal, o modo de fabricacéo,
diferentes concentragdes e espécies de micro-organismos
na cultura lactica, tempo de maturagao, entre outros, que
interferem diretamente na composigao fisico-quimica de
queijos produzidos com leite de cabra.

No Brasil, ndo existe legislacao especifica para
queijos produzidos com leite de cabra. A Portaria n°
146/96 e Instrugao Normativa n° 20/2001 do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento'’, determinam
os padroes legais para Queijo Coalho produzido com leite
bovino. Esta Portaria preconiza que o teor de umidade deve
apresentar-se entre 36 e 54,9% (média a alta umidade) e
gordura varidvel entre 35 e 60%. Atentando-se para o
universo das amostras analisadas no presente estudado,
constatou-se que os resultados apresentaram-se de acordo
com o estabelecido pela legislagao para umidade e abaixo
da média para gordura, como dispostos na Tabela 2.

O perfil de dcidos graxos das amostras de queijo
de leite de cabra, em valores médios percentuais de drea,
estdo listados na Tabela 3. Foram identificados 17 dcidos
graxos, dos quais 12 sao saturados, 3 monoinsaturados
e 2 poliinsaturados. Dos saturados, destacaram-se os
acidos miristico (C14: 0) e palmitico (C 16:0), com
valores médios expressos em drea percentual (%), de
11,95 e 27,96, respectivamente. J4 dos monoinsaturados,
registrou-se o acido oléico (C 18:1), com valor médio
de 15,41%. Foi observada também, a predominancia
dos dcidos graxos saturados (80,56%) seguido dos
monoinsaturados (5,6%).

Em relagao as amostras de diferentes procedéncias
analisadas, observou-se que as amostras de origem
C apresentaram menor percentual de dcidos graxos
saturados (AGS) e maior percentual de dcidos graxos
monoinsaturados (AGM) em comparagdo as de A e B.No
entanto, as amostras de B obtiveram percentual maior de
acidos graxos poliinsaturados (AGP) em comparacio as
de A e C. Especificamente, as amostras de C apresentaram
menor percentual (11,40%) de dcido miristico e maior
percentual de acido oléico (17,30%) em relagdo as demais

Tabela 1. Valores médios (%) e desvios-padrao dos parametros fisico-quimico de amostras de queijos de leite de cabra

comercializados no Estado da Paraiba

Variavel (%)

A1
Umidade 45,85 + 0,23
Proteina 26,27° + 0,69
Lipideos 24,75+ 0,46
Acidez 0,062 + 0,01
Cinzas 4,022 + 0,11

Queijos
B! c?
45,60° + 0,79 31,97°+ 0,25
22,00+ 0,26 27,902+ 0,14
26,75+ 0,46 34,502+ 0,71
0,062+ 0,01 0,04°+ 0,00
3,652+ 0,51 4,192+ 0,01

1 Queijos comerciais 2Queijos artesanais

Tabela 2. Frequéncia de amostras de queijos de leite de cabra comercializados no Estado da Paraiba em relacdo a legislacdo

especifica
Micro-
Padrao * N
organismo
Umidade 36- 54,9 30
Lipideos 35- 60 30

De acordo Em desacordo
% n %
100 0 0
0 30 100

*Portaria n° 146/96 e Instrucdo Normativa n® 20/2001 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento'
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marcas. Ja as coletadas em B registraram maior percentual
de acido palmitico (29,00%) em comparagdo as A e C.

As gorduras que contém dcidos graxos saturados,
em geral, elevam os niveis de LDL no sangue humano,
quando comparadas com proteinas, carboidratos ou
acidos graxos insaturados em substitui¢oes isoenergéticas.
O efeito hipercolesterolémico dos AGS estd associado
aos dcidos ldurico, miristico e palmitico. Os dcidos
monoinsaturados, oléico, e os poliinsaturados, linoléico
e a- linoleico, reduzem os niveis de LDL colesterol e
consequentemente, o risco de obesidade, cancer e doengas
cardiovasculares's.

Os teores de dcidos graxos determinados apresen-
tam algumas diferencas em relagdo aos valores descritos
por Soryal et. al.'” e Lucas et. al.'¥, que analisaram diferentes
tipos de queijos de cabra. As principais diferengas sao

evidenciadas nos teores de dcidos palmitico e miristico, os
quais foram inferiores, enquanto que os valores de acido
oléico foram mais elevados que os determinados nesta
pesquisa. Possivelmente, essas diferengas sao decorrentes
de complexos processos metaboélicos de bio-hidrogenagao
ruminal, ocasionados por possiveis variagoes no tipo e na
quantidade do volume de alimento ingerido pelas cabras
que interferiram diretamente na producao do leite, e,
por conseguinte, nos queijos, o que podem ter originado
diferencas no perfil de dcidos graxos determinados
nesta pesquisa. Cabe ressaltar, que o tipo de processo de
manufatura dos queijos constitui-se de etapa decisiva no
perfil de dcidos graxos do produto final.

Os resultados das andlises microbioldgicas para
as amostras de queijo de leite de cabra “tipo coalho”
comercializados no estado da Paraiba estdo apresentados

Tabela 3. Valores médios e desvios-padroes do perfil de 4cidos graxos dos queijos de leite de cabra comercializados no
estado da Paraiba

Caproico (C6:0) 2,95°+ 0,07 3,582 +0,17 2,85 +0,21

Caprico (C10:0)

16,732 £0,47 15,20¢ +0,30 13,35° +0,07

Laurico (C12:0) 6,60° £0,00 6,10° +0,10 5,65¢+0,07

Miristico (C14:0) 12,502 0,00 11,95 0,21 11,40° 0,00

Palmitico (C16:0) 26,00° 0,57 29,00® 0,36 28,90° +0,28

Estearico (C18:0) 6,00 +0,28 6,47% +0,21 6,952 +0,07

Miristoleico (C14:1) 0,30° +0,01 0,30° +0,01 0,70° 0,00

Oléico (C18:1) 14,75° 0,50 14,20° +0,14 17,30° +0,00

Linolénico (C18:3) - ®3 0,10° +0,00 1,70° +0,42 0,30° +0,00

Valores em uma mesma linha, para cada média, seguidos de diferentes letras minUsculas diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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na Tabela 4. Segundo a ANVISA — Resolugao RDC n°
12 de 02/01/01 do Ministério da Satde", queijos de alta
umidade, estando incluido o coalho que foi analisado,
nesta pesquisa, devem apresentar valores de coliformes a
45 °C (termotolerantes) de até 5 x 10> NMP/g, auséncia
de Salmonella spp. em 25 g e até 2,7 log UFC/g de
Staphylococcus coagulase positiva. Comparando os dados
da legislagao com os encontrados neste estudo, os queijos
apresentam-se de acordo com os padroes de qualidade
microbioldgica vigentes.

A contagem de Staphylococcus spp. neste estudo
obteve média maxima de 6,43 log UFC/g. Nenhuma
coldnia tipica foi confirmada como sendo de Staphylococcus
coagulase positiva. Esse resultado pode estar relacionado
com o fato de serem os Staphylococcus coagulase negativa
os agentes mais encontrados na glandula mamaria dos
caprinos®»*?2, Katiki et al.* em estudo com queijos de
leite de cabra também nao evidenciaram a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, estando as contagens de
Staphylococcus spp. inferiores a 3 1log UFC/g. Ja Bessa et al.”
verificaram a presenca de S. aureus em queijos caprinos
numa média de 1,64 log UFC/g. A importancia da pesquisa
de S. aureus coagulase positiva em alimentos se dé pelo fato
destas bactérias serem capazes de produzir enterotoxinas
em quantidades suficientes e necessdrias para a ocorréncia
de surtos de intoxicacao alimentar estafilocdcica®.

Quanto ao numero de coliformes totais nos
queijos analisados, houve uma varia¢ao na média de
> 0,3 e 4,6 NMP/g. Em outros estudos com queijos
caprinos evidenciaram-se altas contagens de coliformes
totais como no caso de Bessa et al.?, 7,5 a 8,75 log

NMP/g, Picoli et al., 4,81 a 5,48 log NMP/g e Leuthier
et al.”, 6,38 a 9,38 log NMP/g. A presenca de coliformes
termotolerantes foi evidenciada em todas as amostras
analisadas, representando uma média de 0,09 a 0,15
NMP/g, contudo, estes resultados encontram-se inferiores
aos limites estabelecidos pela Legislacao vigente. A
presenca de coliformes termotolerantes é um indicativo
de qualidade higiénica insatisfatoria da matéria-prima e
do processamento.

Vérios tipos de micro-organismos sao responsaveis
pela deterioracdo de queijos, principalmente fungos
filamentosos e leveduras que se desenvolvem em
condi¢oes 6timas nesse alimento. A contagem destes
micro-organismos no presente estudo foi considerada
alta com médias variando entre 5,89 e 6,92 log UFC/g.
Leuthier et al.® em suas pesquisas encontraram valores
que variaram de < 1,48 a 8,74 log UFC/g. J4, Gutierrez
et al.”’, que pesquisando a microflora do queijo de
leite de cabra Valdeteja, durante 5, 10, 17 e 27 dias de
armazenamento, observaram diferenca de 4,36 a 6,38
log UFC/g. A legislacdo nao especifica valores para este
grupo de micro-organismos, porém, segundo Siqueira®,
a detecgao de contagens elevadas de bolores e leveduras
em alimentos indica condigoes higiénicas deficientes dos
equipamentos, multiplicagdo no produto em decorréncia
de falhas no processamento e/ou estocagem, além de
matéria-prima com contamina¢ao excessiva.

Como ja mencionado neste estudo, nao foi
verificada a presenca de Salmonella spp. em nenhuma
das amostras analisadas. Resultados semelhantes foram
verificados no estudo de Bessa et al.* que analisaram

Tabela 4. Analise microbiolégica do queijo de cabra “tipo coalho” comercializado no Estado da Paraiba

Queijos
Variavel
A B C
Col. Totais (NMP/g) >0,30 £ 0,10 >0,30 = 0,58 4,60 +0,10
Col. Termotolerantes (NMP/g) 0,09 £ 0,01 0,13 +£0,15 0,15 £ 0,01
Bolores e Leveduras (log UFC) 6,19 + 0,64 5,89° + 0,45 6,922 + 0,01
Psicrofilas (log UFC) 7,35+ 0,48 5,31+ 1,20 7,50+ 0,10
Staphylococcus spp (log UFC) 5,59+ 0,63 5,50+ 1,23 6,43 + 0,01
Pesquisa de Salmonella (Aus/Pres) Aus Aus Aus

Valores em uma mesma linha, para cada média, seguidos de diferentes letras minusculas diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Tabela 5. Frequéncia de amostras de queijo de leite cabra “tipo coalho” comercializado no Estado da Paraiba em relacdo

a legislacdo especifica

Micro- Padrao * N
organismo
Coliformes 5 x 102 (NMP/g) 30
Staphylococcus 2,7 (log UFC/g) 30
coagulase postiva
Salmonella spp. Auséncia em 25g 30

De acordo Em desacordo
n % n %
24 80 6 20
30 100 0 0
30 100 0 0

*RDC n° 12 de 02/01/01 (Brasil').

12 amostras de queijo caprino, nas quais detectaram a
auséncia desse micro-organismo em todas as amostras.A
pesquisa de micro-organismos pricrotréfilos em queijos
se deu pelo fato destes produtos serem conservados
em refrigeracao, e por muitos dos micro-organismos
inseridos nestes grupos apresentarem-se envolvidos na
deterioragdo de queijos. A contagem micro-organismos
pricrotroéfilos nas amostras analisadas variou de 3,36 a
8,15 log UFC/g.

Do ponto de vista do crescimento e da resisténcia
ao calor, os micro-organismos de maior importancia
na industria de laticinios podem ser agrupados em:
meso6filos e psicrotrofilos. Os psicrotréfilos sao capazes
de crescer sob refrigeracao, embora a maioria encontre
condigdes 6timas de crescimento em temperaturas maiores
que 20 °C. E um grupo importantissimo em produtos que
sao conservados sob refrigeracao por periodos entre 1-4
semanas. Além disso, com o uso intensivo de refrigeracao
no manuseio do leite e seus derivados, espécies mesdfilas
tém sofrido adaptagao seletiva, tornando-se psicotroéficas®.
Na indtstria de queijos, os produtores tém sérios problemas
com relagdo ao rendimento durante a produgao, devido a
atuacao de bactérias, principalmente psicotroficas, sobre a
proteina do leite™.

CONCLUSAO

De um modo geral, os queijos de leite de cabra
“Tipo Coalho” produzidos e comercializados no Estado
da Paraiba se apresentaram em conformidade com a
legislacao prevista para umidade, no entanto, estavam
em desacordo quanto ao teor lipidico, como também,
continha teores elevados de proteinas, cinzas e acido latico.

Quanto ao perfil de dcidos graxos, hd uma diferencia¢do
em rela¢do as procedéncias e quando comparadas com
outros estudos, possivelmente, decorrente de variagdes
na dieta dos animais, como também no processamento
dos queijos.

Apesar da fundamental importancia do queijo
de leite de cabra na dieta, como significante fonte de
proteinas e célcio, ndo existe padroniza¢ao no seu processo
de fabrica¢do, sendo necessirio o desenvolvimento de
padrdes de uniformidade e de uma legislacao especifica
que contemple o processo de fabrica¢ao industrial e
artesanal para produtos oriundos de matéria-prima
caprina, garantindo assim, qualidade e seguranca ao
consumidor.

Portanto, as condi¢des de processamento e
de matura¢dao dos queijos sdo imprescindiveis para a
obten¢ao de produtos qualidade, visto que essas varidveis
interferem diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas
e no perfil de dcidos graxos desses produtos.

Quanto a qualidade microbiolégica, os produtos
situaram-se nos limites determinados pela legislacao
vigente, evidenciando caracteristica aceitdvel. No en-
tanto, a elevada contagem de micro-organismos psicro-
tréfilos, bolores e leveduras sugerem que de fato hd
uma necessidade de ado¢ao de melhores condi¢coes
higiénico-sanitdrias. Ressalta-se, ainda a importancia de
implementa¢do de uma Legislacdao Oficial para queijos
de leite de cabra, permitindo uma comparagao fidedigna
dos resultados. Assim, a qualidade microbiolégica do
queijo de cabra “Tipo Coalho” apesar de situa-se dentro
dos padroes preconizados, poderia vir a oferecer risco a
saude do consumidor, além de acarretar uma menor vida
de prateleira ao produto
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RESUMO

O consumo de carne de animais silvestres que hd muito tempo ¢ realidade entre a populagdo rural,
atualmente tem-se tornado como uma opgao crescente nos grandes centros urbanos, e a carne de Tartaruga-
da-Amazoénia tem acompanhado esse crescimento. No entanto, pouco se conhece sobre a qualidade
nutricional da carne de tartaruga-da-Amazonia (Podocnemis expansa) criada em cativeiro. Elaborou-se
um experimento em parceria com 0 CENAQUA (Centro Nacional de Queldnios do Amazonas) e a Pro-
fauna (localizada em Iguape — SP) com o objetivo de estudar a composi¢do a, os teores de acidos graxos,
de colesterol e de minerais da carne dessa espécie, que sao criadas em cativeiro na regido do centro-oeste
brasileiro. Avaliou-se a carne de 14 animais (sete fémeas e sete machos). A carne apresentou coloragdo
semelhante a da carne de frango. Quanto a composi¢do quimica, os resultados foram: o teor protéico
variou de 16,68 a 18,02%; lipideos de 2,61% a 1,88; colesterol de 49,86 a 50,71 mg/100g; valor caldrico
de 88,92 a 89,30 Kcal/100g, respectivamente para animais fémeas e machos. A carne de tartaruga-da-
Amazonia mostrou ser rica em acidos graxos w9 (dcido oléico e araquidonico) e em célcio, fésforo e
potassio.

Palavras-chave. tartaruga-da-Amaz6nia; composi¢ao nutricional, colesterol, carne de tartaruga.

ABSTRACT

The human beings require the protein sources for their organisms, which usually are provided by animal
origin. For this purpose, the consumption of wild animal meat has been an option, usually at rural
regions. Lately, the consumption of these types of meat has been increasing by people living in urban
centers, including the turtle meat. Nevertheless , there is no records on the quality of the meat of turtles
bred in captivity conditions. Thus, an experiment was carried out in a joint work with CENAQUA (Centro
Nacional de Queldnios do Amazonas — National Center for Amazonian Chelonian) and Pro-fauna (Iguape
—Sao Paulo) with the objective to study the meat quality of Amazon turtle bred in captivity. The study
was performed in two groups of animals (seven female and seven male). The turtle meat had the similar
coloration to chicken meat. Protein contents ranged from 16.68 to 18.02%, lipid contents from 2.61 to
1.88%, cholesterol amount from 49.86 to 50.71 mg/100g, caloric value from 88.92 to 89.30 Kcal/100g 5 for
females and males, respectively. The turtle meat was rich in fat acids (oleic and arachidonic acid), as well
as in calcium, phosphate and potassium contents.

Key words. nutritional composition, turtle, meat.
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INTRODUCAO

A carne de animais silvestres, em diversos paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, tem sido uma
das principais fontes proteicas, e foi a principal fonte de
carne na era pré-histérica. Entretanto especialistas em
alimentos desconhecem, em grande parte, a importancia
do consumo desse tipo de carne, por dificuldades em se
encontrar dados sobre qualidade, captura, mercado e
consumo desse tipo de carne.

Nao somente com o objetivo de se obter proteinas,
0s animais silvestres, muitas vezes sao levados a beira da
extingdo por cagas predatdrias, com intuito de se obter
peles e couros para exportagao, e também pelo trafico de
animais vivos, exportados para outros paises através de
contrabandistas. Esses traficantes exploram os cagadores
e trabalhadores rurais, principalmente os das comunidades
mais pobres, pagando-os precos irrisorios, ficando os maio-
res lucros para os comerciantes poderosos e os exportadores.
Esse comércio ilegal nao leva nenhuma melhoria de vida
a area rural e coloca em risco de extingao varias espécies.

A fauna brasileira constitui-se uma fonte
importante de alimentos, diversas espécies como aves,
pacas, cervos, capivaras, tatus, tartarugas, etc., sao citadas
como fonte proteica para as populac¢oes rurais. Em regioes
onde ndo é permitido o desmatamento para plantio e
para criagao de animais domésticos (bovino e suino), pois
trariam danos ao meio ambiente, a criagdo de animais
silvestre é uma alternativa.

As tartarugas pertencem ao Filo: Cardados; Sub-
filo: Vertebrados; Superclasse: Tetrapodos; Sub-classe:
Anapsia; Classe: dos Répteis; Ordem: Queldnios; Sub-
ordem: Pleurodiros; Familia: Pelomedusidae; Espécie:
Podocnemis expansa'. As espécies Podocnemis expansa
e Podocnemis unitilis, sio encontradas na bacia do rio
Amazonas, incluindo o Brasil, Coldmbia, Peru, Amazdnia
Boliviana e na bacia do rio Orinoco incluindo a Colémbia
e Venezuela®”.

O objetivo desse experimento foi avaliar e
comparar a composi¢ao centesimal, o teor de dcidos
graxos, colesterol e minerais presentes na carne de
tartarugas-da-AmazoOnia, fémeas e machos, criadas em
cativeiros, abatidas com idades variando de 2 a 3 anos.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se carne de 14 tartarugas, sendo 7 fémeas
e 7 machos, com idade aproximada de 2 a 3 anos e peso
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médio de 1,5 a 2,5kg, escolhidas aleatoriamente, oriundas
de criatdrios registrados no IBAMA, localizados em
Diorama - Goids. Os animais foram criados em lagoas
artificiais, e alimentados a base de vegetais e legumes, e
complementa¢ao com ragao para peixes.

As amostras foram trituradas, homogeneizadas
e analisadas em triplicatas. Para determina¢do do teor
de umidade, cinzas e proteina seguiram-se metodologia
de Brasil®. Para o teor de lipideos seguiu-se metodologia
descrita por Bligh e Dyer®. O valor caldrico total foi obtido
segundo Brasil® e expresso em Kcal/100g.

A determina¢do do teor de dcidos graxos
seguiu metodologia proposta por Hartmann e Lago’, a
quantifica¢do foi por cromatografia gasosa, com detector
de ionizacdo em chama, injetor Splitter splitterless,
coluna capilar de silica fundida (CP- SIL 88) com 100 m
x 0,25 mm de didmetro interno e 0,20 pum de espessura,
temperatura inicial da coluna: 170 °C e final de 210 ° C;
Tempo inicial: 10 min e final 70 min; taxa de programacdo
(Ratio): 2 °C/min; razdo de divisdo de fluxo em 1:100;
temperatura do injetor: 280 °C; temperatura do detector:
280 °C; vazao da fase mével (H,): 1,0 mL/min; vazao do
gasauxiliar (N,): 30,0 mL/min e vazao do ar: 300 mL/min.
A identificagao dos acidos graxos foi realizada através da
comparacdo de tempo de reten¢do dos ésteres metilicos
das amostras com um padrao de acidos graxos contendo
37 4cidos graxos (SUPELCO).

Para extrag¢ao do colesterol utilizou-se metodologia
proposta por Kovacs et al.®.. A quantificacao foi por
cromatografia gasosa, utilizando-se coluna capilar de
silica fundida (CP — SIL 8) com 30 m x 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de espessura; temperatura
isotérmica da coluna: 270 °C; razao de divisao de fluxo
de 1:100; temperatura do injetor: 280 °C; temperatura
do detector: 280 °C; vazao da fase mdvel (Hz): 1,0 mL/
min; vazao do gds auxiliar (NZ): 30,0 mL/min; vazao
do ar: 300 mL/min; vazao do H,: 30,0 mL/min; volume
injetado: 1nL. A identificacdo do colesterol foi através
de padronizac¢do interna utilizando como padrao o
5 a colestano-3-ona (SIGMA), e a quantificagdo por
comparagao de tempo de reten¢ao do colesterol padrao
(SIGMA) com o tempo de reten¢do do colesterol da
amostra.

A determinac¢do de Manganés (Mn), Potdssio (K),
Sédio (Na), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Cobalto (Co), Ferro
(Fe), Magnésio (Mg) foi segundo metodologia descrita
por Nishikawa’. Para Calcio (Ca) e Fosforo (P) seguiu-se
a metodologia descrita em Brasil*.
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste t,com 1 %
e 5% de significancia, utilizando o software Sisvar 4.3'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios da composi¢ao centesimal, teor
de colesterol e do valor calérico da carne de tartaruga-da-
amazoOnia estao descritas na Tabela 1. A carne dos machos
apresentou maior teor de umidade, proteina e cinzas e
menor teor de lipideos (p<0,01). O valor caldrico nao
apresentou diferenca significativa entre os sexos. Cada
100g da carne de tartaruga fornece em média 89 kcal.

Quanto ao teor de colesterol na carne dos machos
foi mais elevado, porém esses resultados nao deferiram
significativamente (p>0,01). Uma por¢ao de 100g de carne
de tartaruga pode suprir em média 34% das necessidades
didrias de proteinas e 2,5% de gordura total, para uma
dieta de 2.000 kcal.

O depésito de gordura na carne de tartaruga
encontra-se principalmente entre os musculos. Entretanto,
maior depdsito de gordura nesses animais foi observado
na estrutura do casco e em compartimentos que existem
entre a inser¢do do casco com o plastrdao. A carne de
tartaruga mostrou-se bem saborosa e macia, porém com
menor suculéncia.

Comparando-se os resultados de proteinas
e lipideos (média entre os sexos de 17,35% e 2,3%,
respectivamente) com os obtidos por Luz et al'! (17,37%
e 1,09%, respectivamente) observou-se resultados bem
semelhantes. Analises realizadas por Gaspar & Rangel
Filho'? mostraram resultados também semelhantes aos
obtidos nesse experimento, enfatizando que essa carne
¢ magra, com coloracao semelhante a carne de frango, e
baixo valor calérico. Esses resultados também nao diferem

dos resultados obtidos por Alian et al."> que ao avaliaram
a carne de tartaruga marinha (C. Caretta) obtiveram
teores médios para umidade de 79%, proteina de 18,2%
e lipideos de 1%.

A carne da tartaruga-da-Amazonia tem em média
50 mg/100g de colesterol, esse teor corresponde a 17% do
teor maximo recomendado para ingesta didria. Nao foi
observada diferenca significativa entre os sexos. A carne
de tartaruga-da-Amazonia apresentou teor de colesterol
mais baixo quando comparado com os teores encontrados
por Ruiter' em truta (58 mg) e carpa (66 mg). Entretanto
Challiol et al."” ao estudaram a carne de tartaruga marinha
(C. mydas) determinaram o colesterol na carne, no figado
e na gordura dos animais criados em cativeiro, obtendo
resultados de 4 mg/100 g na carne e de 350 mg e 1200
mg/100 g para o figado e a gordura, respectivamente. Este
teor baixo de colesterol na carne se deve provavelmente
ao tipo de alimenta¢ao, ao manejo e mesmo a diferenca
de espécie e habitat.

Avaliando os teores de acidos graxos da gordura
presente na carne das tartaruga-da-amazonia (Tabela
2) observou-se que a maioria dos dcidos graxos nao
apresentaram diferencas significativas entre os sexos.
Somente os dcidos C.C,,eC, foram significativamente
(p<0,05) superiores para a carne dos machos. Ambos os
sexos apresentaram teor elevado de gordura saturada.

Os acidos graxos presentes em maior quantidade
foram o palmitico, margarico, estearico, oleico, linoleico e
araquidonico. Entre os acidos graxos de maior importancia
alimentar, observamos que a carne dos machos apresentou
maior riqueza em acido araquidonico. Quanto aos acidos
graxos Omega (m) esta carne apresentou em média 11%
de w-6 e 20% de ®-9. Nao foi detectado nenhum acido
graxo ®-3. Entre todos os acidos graxos presentes o
acido palmitico € o que apresentou maior percentual.

Tabela 1. Valores médios da composicao centesimal, teor de Colesterol e do valor calérico da carne de tartaruga-da-

amazonia
Sexo n Umidade Proteina
(%) (%)
Fémea 7 78,65°P 16,68°
(+0,10) (+0,29)
Macho 7 78,91° 18,022
(+0,09) (+0,47)

Lipideos Cinzas Colesterol c;II?SI:i):o
e, ) (mg/1009) 4 a1/100)
2,61° 0,80° 49,86° 88,922
(£0,43) (+0,01) (+4,88) (£3,80)
1,88° 0,912 50,712 89,302
(£0,10) (£0,06) (+4,86) (£2,50)

b Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,01)
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Segundo Vianni & Braz-Filho'® esse acido ¢ amplamente
distribuido na natureza e ocorre praticamente em todos
os oleos e gorduras de plantas e animais aquaticos e
terrestres. Esse acido funciona como precursor dos
acidos graxos saturados e insaturados de cadeia mais
longa. O 4cido margarico e estearico também estdo
presentes em percentuais bem elevados. A presenca
dos 4cidos palmitico e estedrico determina o ponto de
fusdo elevado nas gorduras, ¢ a gordura de tartaruga-
da-amazonia € solida a temperatura ambiente. Apesar
do elevado teor de acido estearico, este € considerado
neutro em relacdo as concentragdes plasmaticas de
colesterol, pois segundo Schaefer & Brousseau'’ ele ¢
rapidamente convertido 4 acido oleico pelo organismo.
O acido oleico é o segundo maior percentual presente
na carne de tartaruga-da-amazdénia. Dentre os acidos
monoinsaturados, este € o mais amplamente distribuido
na natureza. Este acido segundo Sinclair'® é um acido

graxo hipocolesterolémico. Pesquisas tém demonstrado
que as concentragdes de colesterol diminuem com
a ingestdo de acidos graxos monoinsaturados Cis
(GRUNDY"). O acido graxo linoleico é um acido
essencial e estd presente na carne de tartaruga em
percentual médio de 4%. O acido araquidonico ¢
encontrado em um percentual bastante elevado em
torno de 7,5%, também considerado essencial. Esses
acidos sdo importantes na produgdo de energia, no
desenvolvimento, no metabolismo celular e atividade
muscular, e indispensavel na produgio de prostaglandina
(UAUY et al.?%). O percentual de acido araquidonico
determinado na carne da tartaruga-da-Amazodnia foi
semelhante ao teor determinado em tartaruga marinha por
Challiol et al.’>. Esse teor elevado de acido araquidénico
concorda com trabalho realizado por Nair & Gopakumar?!
que observaram teores mais elevados em pescado de aguas
mais quentes.

Tabela 2. Valores médios do teor de &cidos graxos (g/100g) presente na gordura da carne de 14 tartaruga-da-Amazoénia

Acidos graxos Sexo

Fémea Macho
Ac. Miristico C,, , 3,46a (+0,28) 3,61a +0,16)
Ac. Miristoleico C,, , 0,58 a (0,04) 0,55 a (x0,07)
Ac. Pentadendico C, 1,73b (x0,40) 2,17a £0,35)
Ac. Palmitico C, 33,15a (+1,45) 33,05a +3,73)
Ac. Palmitoleico Cie 1,58a (+0,18) 1,68a +0,16)

Ac.
Ac.

Margarico C,,

Margaricoleico C,_

12,68a (£0,41)
0,85 a (x0,24)

Ac. Estedrico C 11,60 a (0,67)
Ac. Oleico C,;, ®9 19,90 a (+1,80)
Ac. Linoleico C,,, 06 3,97a (x0,89)

Ac. Eicosendico C, 9 0,62a (+0,05)

Ac. Araquidénico C,,, w6 7,30b (+0,30)

Ac. Tricosandico C,, 0,89b (x0,21)

Ac. graxos saturados 63,51

Ac. graxos monoinsaturado 23,53

Ac. graxo poli-insaturado 11,27

12,50a (£0,18)
0,92 a (£0,11)
11,28 a (+0,90)
19,78 a (+0,94)
4,25a (0,65
0,62a (+0,03
7,67 a (£0,28)
1,18a (x0,23)
63,79
23,64
11,92

)
)

b Médias seguidas de letras diferentes entre colunas, indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os acidos graxos encontrados nesse experimento
foram em maior percentual de saturados (63%), seguido
de monoinsaturados (23%) e de poli-insaturados (11%).
Esses resultados podem ser comparados aos resultados
obtidos por Challiol et al.'> comparando o teor de acidos
graxos na carne de C. mydas de vida selvagem e criada
em cativeiro, sendo as de cativeiro, abatidas com 3
anos de idade, observaram um teor de gordura saturada
de 39,5% e 35,9% e poli-insaturada de 50,4% e 51,4%,
respectivamente. Detectaram teor de acido araquidonico
bem mais elevado em animais de vida livre. Os resultados
obtidos para tartaruga-da-amazodnia sdo concordantes
aos obtidos por Alian et al'® que detectaram teores de
gordura saturada de 68,58% e poli-insaturada de 31,42%,
observando também um teor de acido oleico de 16,66%.
O teor mais elevado de gordura saturada encontrada na
tartaruga-da-amazonia (P. expansa), que sdo provenientes
de aguas com temperaturas mais elevadas, condizem com
os resultados obtidos por Ruiter'* que demonstrou que
animais provenientes de locais com temperaturas mais
elevadas tém lipideos com maior teor de gorduras saturadas.
A carne da tartaruga-da-amazonia diferiu da carne de
peixes, pois ndo foi identificado nenhum acido graxo da
familia -3, seus acidos graxos. Em pescado normalmente
as cadeias sdo longas e compostas por acidos graxos com
quatro, cinco e seis duplas ligacdes. Segundo Ogawa &

Maia?? os lipideos de pescado contém acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa da familia ®-3, sendo essa
tendéncia mais clara em pescados marinhos do que de
agua doce. A composigdo de lipideos ndo ¢ fixa, podendo
variar um pouco conforme a alimentagao e a época do ano.

A carne da tartaruga-da-Amazoénia apresentou-
se como boa fonte de minerais (Tabela 3). Observou-se
diferenca significativa (p<0,01) para os elementos: sddio,
cobre, magnésio, calcio e fésforo. Na carne das fémeas o
teor de sddio e magnésio foi mais elevado que a carne dos
machos. Entretanto a carne dos machos apresentou-se
com maiores teores de cobre, cdlcio e fosforo.

A carne de tartaruga marinha (C. Carretta) apre-
sentou teores elevados de sédio (478 mg/100g), célcio
(106 mg/100g), ferro (85 mg/100g), zinco (3 mg/100g),
cobre (94 mg/100g), manganés (5 mg/100g) e magnésio
(37 mg/100g) (ALIAN et al.").

A carne de tartaruga-da-Amazonia tem teores
de calcio muito superior (média de 189 mg para fémeas
e 242 mg para os machos) aos encontrados na carne
bovina (7 mg), de frango (12 mg), avestruz (8 mg), carpa
(40 mg), truta (32 mg) e das tartarugas marinhas (106
mg) (USDA%, 1976; ALIAN et al®, 1986; RUITER").
Uma porgao de 100g dessa carne suprem em até 24% e
30% respectivamente, da ingesta requerida para célcio
diariamente (BRASILS).

Tabela 3. Teor médio de minerais (mg/100g) presente na carne de tartaruga-da-amazoénia

Minerais Sexo
Fémea Macho

Manganés (Mn) 0,242 +0,05 0,302+0,06
Potéssio (K) 1189,572+6,58 1190,282+7,94
Sédio (Na) 369,712 4,35 351,00°+7,69
Zinco (Zn) 5,772 +0,30 5,602+0,39
Cobre (Cu) 0,34 £0,13 0,562+0,14
Cobalto (Co) 0,232 +0,05 0,232+0,05
Ferro (Fe) 5,612+1,00 6,102+0,66
Magnésio (Mqg) 65,86°+5,08 60,57°+2,66

Calcio (Ca)
Fosforo (p)

189,57°+6,16
524,14°+2,67

242,002+14,82
536,00°+11,49

2bMédias seguidas de letras diferentes entre colunas, indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,01)
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Diferentemente dos animais domésticos, os
organismos aqudticos absorvem os minerais de suas
dietas e da dgua circundante. Estudo realizado na Russia,
utilizando pescado oriundo de diferentes lagos, mostrou
que a quantidade de manganés, ferro, cobre e zinco
presente no musculo e no figado, refletia as caracteristicas
geoquimicas da terra circundante ao lago. Geralmente se
recomenda o consumo de pescado como fonte de zinco e
ferro, pois o musculo escuro do pescado tem tanto ferro
quanto a carne vermelha (RUITER!).

A ingestao de carne de tartaruga-da-amazonia
pode ser recomendada a hipertensos, pois segundo Mc
Carron et al** e Griffith et al.* o célcio tem efeito benéfico
sobre a pressao sanguinea, pois pessoas que consumiam
menor teor de célcio desenvolviam hipertensao. Com
teor elevado de potéssio, 100g da carne supre até 60%
das necessidades didrias recomendadas pela Food and
Nutrition Board?®, esta carne atende bem as necessidades
dos hipertensos, pois segundo a American Heart
Association? niveis dietéticos baixos de célcio e potassio
sdo uma das causas do desenvolvimento da hipertensao.

Com teor médio de 530 mg de fésforo 100g da
carne de tartaruga-da-amazonas fornece ao organismo
66% da ingestao didria sugerida por Brasil®. O fésforo
é essencial na constitui¢do dos 0ssos e na contracao
muscular.

Apesar de ser uma carne branca, muito semelhante
a carne de frango, ela tem um teor elevado de ferro (em
média de 6 mg/100g), esse valor supre em 43% da ingestao
didria (Brasil®). A carne de tartaruga-da-amazonia tem
teor mais elevado de ferro que a carne de avestruz (2,3
mg), bovino (2,1 mg), frango (0,9 mg), carpa (1,1 mg)
e truta (0,4 mg), porém teores menores que os descritos
para tartarugas marinhas (85 mg) (USDA*, 1976;
ALIAN et al.”’; RUITER"). Segundo Sandstead®® baixo
consumo de alimentos ricos em ferro e zinco como
carne, particularmente vermelha, e consumo elevado
de alimentos ricos em inibidores da absor¢ao desses
minerais, como certas fibras dietéticas e calcio, pode levar
a deficiéncia desses elementos no organismo.

O teor de sédio determinado supre em 15% da
ingestao diaria (Brasil®). Esta carne mostrou-se com teores
mais elevados que a carne de avestruz, bovino, frango,
truta e carpa. As tartarugas marinhas apresentaram
carne de teores mais elevados de sdédio, esse fato pode
ser explicado pelas altas concentragdes de sédio na dgua
do mar.
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O teor de zinco foi em média 5,6%, correspondendo
a 37% da ingestao didria (Brasil®). A carne de tartaruga-
da-amazonia pode ser considerada boa fonte de zinco.
O zinco é considerado um elemento antioxidante e atua
em fungdes cerebrais, e sua ingestao ajudaria a reduzir o
teor de lipideo e o LDL-colesterol sanguineo (EL HENDY
et al.?). Esta carne contém mais zinco que a carne de
avestruz (2 mg), bovino (4,3 mg), frango (1,5 mg), truta
(0,5 mg), carpa (1,5 mg) e C. carreta (3 mg). A tartaruga
C. mydas tem teor similar (5 mg) (USDA%, 1976; ALIAN
et al.’’; RUITER").

O teor de cobre foi detectado em menor quantidade
na carne de fémeas (0,34 mg) que dos machos (0,56
mg), sendo que esses teores suprem em média 15% das
necessidades diarias. O cobre é essencial para imobiliza¢ao
do ferro na sintese de hemoglobina, mioglobina,
citocromos, e atua também como antioxidante, e contribui
na sintese de elastina e colageno (PREZIOSI et al*).

O teor de magnésio é mais elevado nas fémeas (65
mg), que supre em média 22% das necessidades didrias, e é
maior que na carne de tartaruga C. carreta, porém inferior
ao encontrado na carne de C. mydas.

CONCLUSAO

A carne das tartarugas-da-amazonia (P, expansa)
macho apresentou menor teor de lipideos e maior teor
proteico, baixo teor de colesterol e valor calérico. Apesar
de ser uma carne rica em gordura saturada, apresenta um
teor elevado de dcidos graxos m6 e 9, principalmente de
acido graxo oleico e araquiddnico. Esta carne apresentou-
se como boa fonte de minerais, rica em potassio, célcio,
fosforo, ferro, zinco, etc.
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RESUMO

As barras de cereais sio produtos alimenticios obtidos da compactagdo de cereais, frutas secas, castanhas,
aromas e ingredientes ligantes, que sao utilizadas como op¢do de lanche rdpido e sauddvel. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a aceitabilidade, aparéncia e qualidade nutricional de barras de cereais,
adicionadas de diferentes concentra¢des de um fruto do cerrado processado como passa (murici-passa).
Foram preparadas cinco formulagdes de barra de cereal com proporgdes crescentes de murici-passa em
substitui¢ao a banana-passa [BCM, — 100% banana (controle), BCM,, — 25% murici e 75% banana,
BCM,, — 50% murici e 50% banana, BCM,, — 75% murici e 25% banana, BCM,,, — 100% murici]. As
formula¢des foram analisadas quanto aos teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos
totais por diferenga, fibra alimentar e aceitabilidade. As barras de cereais apresentaram em média 10,00%
de umidade, 76,00% de carboidratos totais, 4,70% de lipideos, 7,30% de proteinas e 1,20% de cinzas. A
adicdo do murici-passa as barras de cereais aumentou o teor de fibras e favoreceu a anilise de aparéncia,
e a aceitabilidade foi satisfatoria na propor¢do 75:25 de banana-passa e murici-passa. A adi¢ao de murici-
passa proporcionou sabor diferenciado e incrementou a aparéncia e a qualidade nutricional das barras de
cereais, contribuindo para valorizagdo desse fruto regional na alimenta¢do humana.

Palavras-chave. Barras de cereais, murici-passa, qualidade nutricional, aceitabilidade.

ABSTRACT

Cereal bars are prepared by compressing the cereals and adding dried fruits, chestnuts, flavorings and
ligand components, which are taken as a fast and healthy snack option. The use of regional fruits in the
formulation of cereal bars valorizes the fruit and the final product, but also it contributes for preserving the
native fruit species and to regard respect to the local nourishment habits. The objective of this investigation
was to evaluate the best concentrations of murici dried fruit added into cereal bars for improving the
acceptability, appearance and nutritional quality. Five formulations of cereal bars were prepared, to
which the dried banana was replaced by increasing portions of murici dried fruit [BCM, — 100% banana
(control), BCM,, — 25% murici and 75% banana, BCM, — 50% murici and 50% banana, BCM., — 75%
murici and 25% banana, BCM, , — 100% murici]. The formulations were analyzed on levels of moisture,
ash, proteins, lipids and total carbohydrates by difference, total dietary fiber, and product acceptability. The
cereal bars showed on average values of moisture of 10.00%, 76.00% of total carbohydrate, 4.70% of lipids,
7.30% of protein and 1.20% of ash. The addition of dried murici to cereal bars increased the fiber contents
and improved the product appearance, while the acceptability was greater in cereal bars containing dried
banana and dried murici in 75:25 proportion. In conclusion, the addition of dried murici into foods as
cereal bars is suitable, considering that this fruit evidenced a differentiated flavor, appearance and nutritional
quality, which will also highly regard the use of regional food for human nourishment.

Key-words. Cereal bars, murici dried, nutritional quality, acceptability.
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INTRODUCAO

Durante muitos anos, os snacks foram considerados
como alimentos de baixo valor nutricional. No entanto,
devido ao crescente interesse do consumidor em alimentos
benéficos a satide, estdo sendo produzidos, cada vez mais,
snacks conceituados sauddveis, com adequado aporte de
macro e micronutrientes’. Como exemplo, destaca-se as
barras de cereais.

Barras de cereais sdo produtos obtidos da
compactagao de cereais, contendo frutas secas, castanhas,
aromas e ingredientes ligantes®. Sao utilizadas como
ope¢ao de lanche rapido e saudavel, substituindo os snacks
tradicionais, ricos em s6dio e lipideos, cujo consumo
excessivo pode contribuir com o desenvolvimento de
doengas cronicas.

Os ingredientes utilizados na formulagao das
barras de cereais sao misturas de cereais, frutas secas e
castanhas, xarope de milho, mel, acticar ou lecitina e
aromas’. Dentre os cereais, a aveia (Avena sativa L.) é
a mais amplamente utilizada na formulagao de barras
de cereais devido ao seu teor e qualidade proteica,
predominancia de dcidos graxos insaturados e composi¢ao
de fibras alimentares’.

Por outro lado, a adi¢do de frutas desidratadas as
barras de cereais aumenta o seu teor de fibras, modifica
o valor energético* e real¢a o sabor destes produtos
alimenticios, contribuindo para melhorar a aceitabilidade
dos consumidores.

As praticas alimentares sauddveis devem ter como
enfoque prioritdrio o resgate dos habitos alimentares
regionais, produzidos em nivel local e de alto valor

nutritivo®. Assim, o uso de frutas regionais para a
formulacao de barras de cereais além de agregar valor
ao fruto e ao produto, contribui para a preservagao da
espécie nativa e a valorizagdo dos hdbitos alimentares
locais. O murici (Byrsonima verbascifolia) é um fruto
do cerrado de amarelo intenso, sabor e aroma exdtico,
regionalmente consumido in natura ou sob a forma de
sucos, sorvetes e geleias®. Este fruto, quando desidratado
(murici-passa) e utilizado como ingrediente, evidencia
um sabor diferenciado aos alimentos.

Desse modo, este trabalho teve por objetivo
elaborar barras de cereais com diferentes concentragdes de
frutos de murici-passa e avaliar a contribuigao do murici-
passa na aceitabilidade, aparéncia e qualidade nutricional
das barras de cereais.

MATERIAL E METODOS

Formulagao e elaboragao das barras de cereais

Os ingredientes utilizados na elaboragao das
barras de cereais foram: glicose de milho (Yoki), flocos
de arroz (Harald), farelo e flocos de aveia (Quaker),
banana-passa (Banana-Brasil — Caui), lecitina de soja
(Bunge), goma guar (Doce Aroma), dgua e esséncia de
améndoa (Dr. Otker), adquiridos em comércio local, além
do murici-passa. O murici-passa foi processado a partir
do fruto de murici in natura coletados na regiao norte do
estado de Goids, Brasil. A propor¢ao de cada ingrediente
estd apresentada na Tabela 1.

Para avaliar a contribui¢do do murici-passa no
valor nutricional e aceitabilidade das barras de cereais
foram preparadas cinco formulagdes com proporg¢des

Tabela 1. Proporcao dos ingredientes utilizados na manufatura das barras de cereais

Ingredientes
Cereais (flocos de arroz, farelo e flocos de aveia)

Acucares (glicose de milho)

Frutas secas (banana-passa e/ou murici-passa)
Emulsificante (lecitina de soja)

Estabilizante (goma guar)

Aqua

Esséncia (baunilha)

%
47,00
35,00
12,00
2,00
2,00
2,00
q.s.'

'q.s.: quantidade suficiente.

427



Guimaraes MM, Silva MS. Qualidade nutricional e aceitabilidade de barras de cereais adicionadas de frutos de murici-passa. Rev Inst Adolfo

Lutz, Sao Paulo, 68(3):426-33,2009.

Tabela 2. Proporcao de frutas secas nas formulacoes de barras de cereais

Formulacao Murici-passa (%) Banana-passa (%)
BCM, 100,00 0,00
BCM,, 75,00 25,00
BCM,, 50,00 50,00
BCM,, 25,00 75,00
BCM, (controle) 0,00 100,00

crescentes de murici-passa em substituicao a banana-
passa (Tabela 2), sendo o controle elaborado apenas com
banana-passa (BCM,)).

Os ingredientes foram pesados separadamente e
em seguida, os flocos de arroz, goma guar, farelo e flocos
de aveia foram misturados e aquecidos. Adicionou-se
lecitina de soja dissolvida em édgua, frutas secas (Tabela
2) e glicose de milho, coccionando em calor seco (90°C)
por 5 minutos até a obten¢do de massa homogénea. A
massa foi transferida para uma forma de aluminio (15 x
6 cm) previamente untada com lecitina de soja. A massa
ainda quente foi prensada com espatula de polietileno até
espessura aproximada de 1 cm com posterior corte com
3 cm de largura.

Anélises quimicas e fisicas das barras de cereais

As barras de cereais foram analisadas quanto
aos teores de umidade’, proteinas pelo método de
microkjeldahl®, lipideos totais’ e cinzas®. O contetdo de
fibra alimentar foi determinado pelo método enzimadtico-
gravimétrico descrito no Instituto Adolfo Lutz’, sendo esta
andlise realizada apenas nas barras de cereais aceitas na
andlise sensorial. Os carboidratos foram estimados por
diferenca, subtraindo-se de cem os valores obtidos para
umidade, proteinas, lipidios, fibra alimentar e cinzas. O
valor energético total das barras de cereais foi estimado
considerando-se os fatores de conversao de Atwater de 4
kcal/g de proteina, 4 kcal/g de carboidrato e 9 kcal/g de
lipideo™.

As dimensoes das barras de cereais (largura,
espessura e comprimento) foram determinadas utilizando-
se Paquimetro Vernier Caliper Mitutoyo 150 mm x 6!,

Andlise sensorial

Os testes de aceitacao e de aparéncia das barras de
cereais foram realizados, 24 horas apés a elaboracao, por
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trinta e dois julgadores nio treinados, homens e mulheres
com idade entre 18 e 60 anos, consumidores de barras
de cereais. Esses testes foram realizados utilizando-se a
escala hedonica de nove pontos'?, onde os provadores
assinalaram o atributo que melhor refletiu o julgamento
em relacdo a aceitacdo e aparéncia do produto, sendo
que o valor um representou desgostei extremamente,
dois desgostei muito, trés desgostei moderadamente,
quatro desgostei ligeiramente, cinco indiferente, seis
gostei ligeiramente, sete gostei moderadamente, oito
gostei muito, nove gostei extremamente. Consideraram-se
aceitas as barras de cereais que obtiveram nota igual ou
superior a seis pontos (gostei ligeiramente).

Anilise estatistica

Os dados das andlises quimicas, fisicas e
aceitabilidade das barras de cereais foram expressos por
meio de média, desvio-padrao e submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA). A andlise comparativa dos resultados
foi realizada por meio do teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%, utilizando-se o software Instat versao
2.01. Também foram realizadas andlises de correlagao de
Pearson (p < 0,05) entre o valor energético e o conteido
de fibras das barras de cereais e entre a concentragao
de murici-passa na barra de cereal e sua aceitabilidade,
utilizando-se o programa Excel for Windows, versao 2003.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As barras de cereais elaboradas para este estudo
tinham peso médio de 26,00+2,07g cada e suas dimensoes
foram em média 29,89 mm de largura, 15,47 mm de
espessura e 97,47 mm de comprimento.

A caracteriza¢ao nutricional das barras de cereais
foi realizada considerando-se os teores de umidade,
carboidratos, lipideos, proteinas e cinzas (Tabela 3).
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Tabela 3. Composicdo centesimal das barras de cereais (g.100g™")

BCM, BCM,,
Umidade 10,06+0,07¢ 10,21+0,152
Carboidratos 75,56+0,05° 76,92+0,50 ¢
Lipideos 5,32+0,21¢° 4,26+0,11°
Proteinas 7,68+0,17°2 7,28+0,31°
Cinzas 1,38+0,02¢ 1,33+0,02°

BCM,, BCM, BCM,,,
9,39£0,15°" 11,6320,08¢ 11,08+0,09°
77,1240,47° 75,2520,25° 76,05£0,39*
4,730,227 4,53£0,21° 4,77+0,16°
7,49£0,45° 7,370,46° 6,93+0,23°
1,2720,01¢ 1,2120,02¢ 1,1520,17¢

TMédias com Tetras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
BCMO - Barra de cereais com 0,00% de murici-passa e 100,00% de banana-passa.

BCM25 — Barra de cereais com 25,00% de murici-passa e 75,00% de banana-passa.
BCMS50 — Barra de cereais com 50,00% de murici-passa e 50,00% de banana-passa.
BCM75 — Barra de cereais com 75,00% de murici-passa e 25,00% de banana-passa.
BCM100 — Barra de cereais com 100,00% de murici-passa e 0,00% de banana-passa.

Tabela 4. Teor de fibra alimentar total, carboidratos (g.100g™") e valor energético total (kcal. 100g™") das barras de cereais

aceitas na andlise sensorial

Macronutrientes BCM,
Fibra alimentar total 4,77+0,48°
Carboidratos 71,38+0,54°

Valor energético total 358,77+3,112

BCM,, BCM,,
6,38+0,42° 7,40+0,59°
70,54+0,63% 69,72+0,26°
349,61+0,86° 351,4+3,58°

'Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05); BCMO — Barra de cereais com 0,00% de murici-passa e
100,00% de banana-passa; BCM25 — Barra de cereais com 25,00% de murici-passa e 75,00% de banana-passa; BCM50 — Barra de cereais com 50,00%

de murici-passa e 50,00% de banana-passa.

Os valores de umidade encontrados nas barras
de cereais variaram entre 9,39 e 11,63% e apesar das
diferencas encontradas, todas apresentaram resultados
de umidade inferiores a 15,00%, limite estabelecido pela
Resolugao CNNPA n° 12 de 1978, no que se refere aos
produtos a base de cereais’’. Altos teores de umidade
favorecem reagdes indesejaveis, como o escurecimento
nao-enzimdtico e o crescimento microbiano, este tltimo
particularmente importante em cereais adicionados de
frutas secas. Além disso, umidades elevadas reduzem
a crocancia, atributo sensorial caracteristico das barras
de cereais'. Quando se trata de cereais, a crocancia é
sindnimo de frescor e qualidade do produto e sua perda,
caracterizada pelo amolecimento, é uma das causas de
rejeicdo de consumo'>'S.

Ainda, em comparagdo a outros estudos, vale dizer
que o teor de umidade das barras de cereais contendo
murici-passa e/ou banana-passa foi semelhante a barra
de cereais com amendoim (7,64 a 10,02%), estudada por
Escobar et al.'.

O contetdo de carboidrato das barras de cereais
(Tabela 3) oscilou entre 75 e 77 g.100g™ e foi o nutriente
em maior concentragao devido ao alto percentual de
cereais utilizado nas formulagoes. E importante destacar
que a alta concentra¢do de cereais, seguida pela glicose
de milho foram os principais contribuintes do valor
energético das mesmas (Tabela 4).

A barra de cereal controle (BCM,) apresentou
maior concentracao de lipideos e proteinas, entretanto,
nao houve diferenca significativa entre as formulagoes.
O contetdo de lipideos foi superior a 3g.100g™, valor
estabelecido pela Portaria n° 27 para alimentos sélidos
com baixo teor de gorduras totais'’. Apesar da pouca
adicao de lipideos (lecitina de soja 8,00%) na formulagao
das barras de cereais, o conteido encontrado deste
nutriente pode ser explicado pela alta concentra¢dao de
aveia, cujo contetido de 6leo varia entre 4,00 e 11,00%?>

No que diz respeito a composicao de dcidos graxos
da aveia, destaca-se a propor¢ao favordvel entre poli-
insaturados/saturados e alto contetido de dcidos oleico e
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linoleico'®, que possuem efeito positivo na prevencao de
enfermidades cardiovasculares®.

A formulagao BCM, apresentou maior valor de
cinzas em relagdo as demais barras de cereais, sendo que
todas diferiram significativamente entre si (Tabela 3). Os
contetidos de cinzas assemelharam-se aos encontrados na
literatura para barras de cereais, cujos valores em g.100g™!
foram 1,13%; 1,40 a 1,61%'; 1,18 a 1,21*%. Segundo Cecchi®
o contetido de cinzas totais em cereais pode variar de 0,3 a
3,3g/100g ", relacionando-se com o contetido de minerais
no alimento.

Os teores de fibra alimentar total e carboidratos
das barras de cereais elaboradas estdo ilustrados na Tabela
4 e variaram entre 4,77 a 7,40g.100g". A andlise de fibra
foi realizada apenas nas barras de cereais aprovadas no
teste sensorial de aceitabilidade (Figura 1).

8
6,52 I 7,06ab 7,11ab
7 4
712a 3
67 5,69ab
Escala 6,26a 6,49ab

heddnica 5.47ab
4 —4— Aceitagéo
3 —&— Aparéncial
2
1 ‘ ‘

BCMO BCM25 BCM50 BCM75 BCM100

Figura 1. Valores médios dos atributos sensoriais das barras de cereais

contendo murici-passa e banana-passa.

BCMO - Barra de cereais com 0,00% de murici-passa e 100,00% de banana-passa;
BCM25 —Barra de cereais com 25,00% de murici-passa e 75,00% de banana-passa;
BCM50 - Barra de cereais com 50,00% de murici-passa e 50,00% de banana-passa;
BCM75 —Barra de cereais com 75,00% de murici-passa e 25,00% de banana-passa;
BCM100 - Barra de cereais com 100,00% de murici-passa e 0,00% de banana-passa.

A BCM, apresentou o menor teor de fibra
alimentar, entretanto, caracteriza-se como alimento
fonte de fibras (minimo de 3g.100g"), de acordo com a
Portaria n° 27 de 13 de janeiro de 1998". O resultado da
analise estatistica demonstrou que nao houve diferenca
significativa entre a BCM,, e BCM,, cujos teores de fibra
alimentar classificam-nas como alimentos ricos em fibra
(minimo de 6g.100g™)". Os maiores teores de fibras
na BCM,, e BCM,, em comparagdao a BCM, pode ser
explicado pelo ao alto teor deste nutriente no murici-
passa, que é quatro vezes maior que na banana-passa®.
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E importante destacar que o contetido de fibra
de barras de cereais varia de acordo com os ingredientes
utilizados no processamento. Bueno** utilizando néspera
tostada seca na porgao de 0,00 a 8,00%, em barras de
cereais, encontrou conteidos de fibra alimentar oscilando
de 7,70 e 7,86 g.100"'g, respectivamente. A utiliza¢ao de
prebidticos também aumenta o contetido de fibras em
barras de cereais. Dutcosky et al.?!, em estudos de otimizagao
sensorial combinada para textura e sabor alcancou 22,65
g.100g" de fibra alimentar, quando empregou 8,50% de
inulina, 66,20% de oligofrutossacarideo e 25,40% de goma
acacia na formulacao de barras de cereais. Por outro lado,
Brito et al.?, empregando como ingrediente principal
biscoito de amido de milho em barras de cereais, obteve
teores menores de fibras (3,44 g.100"'g). Escobar et al.™
comparou o teor de fibras de trés barras de cereais. A
barra de cereal com amaranto tostado apresentou maior
contetdo de fibra bruta (2,27 g.100g") quando comparada
com as barras de cereais com amendoim (1,60g.100g™") e
com amaranto expandido (1,09 g.100g™).

No que se refere ao valor energético estimado,
a BCM, apresentou maior valor energético total, sendo
que as BCM,, e BCM,, nao apresentaram diferengas
significativas (Tabela 4). Considerando-se que todas as
barras de cereais possuiam a mesma formula¢ao bésica
e que o ingrediente varidvel foi o conteddo de murici-
passa e/ou banana-passa, a diferenca (p<0,05) entre seus
contetidos energéticos pode ser atribuida ao tipo de frutas
desidratadas utilizadas. O valor energético estimado do
murici-passa é de 231,35 kcal.100'g (24), enquanto,
segundo informagoes obtidas do fabricante da banana-
passa, seu contetido energético é de 262 kcal.100"'g, fato
que justifica o maior valor energético total encontrado
na BCM,.

Outro fator a ser considerado na estimativa do
valor energético refere-se ao contetido de fibras das barras
de cereais. A andlise de correlagio demonstrou que a
medida que aumentou a concentrag¢do de fibra alimentar
total na barra de cereais o valor energético decresceu
(r = - 0,84) (Tabela 4). De acordo Benassi, Watanabe e
Lobo?*, uma das formas de se obter redug¢ao no contetido
energético em alimentos é a adi¢ao de fibras alimentares.

Bueno?, estudando barras de cereais com semente
tostada e néspera seca, contendo 7,70 e 7,86.100™" de fibra
alimentar, obteve valor energético de 327,00 e 323,00
kcal.100g™, respectivamente. Dutcosky et al.”! encontraram
valores entre 291,24 a 364,36 kcal.100g ™, sendo que a barra
de maior valor energético foi a barra controle, sem adi¢ao
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de fibras, ou seja, a adi¢do de fibras as barras de cereais
reduziu o valor caldrico de 18,00 a 20,00%.

Na Tabela 5 estao apresentados os valores
nutricionais das barras de cereais formuladas neste
trabalho e de duas barras de cereais comerciais (fonte
de fibras), bem como a porcentagem de contribui¢ao de
energia, carboidratos, gorduras totais e fibra alimentar
em relagao a ingestao didria recomendada (IDR).
Considerando-se as recomendagoes didrias de proteina
e fibra, as barras de cereais com murici-passa e banana-
passa alcangaram maior percentual das necessidades
nutricionais de um adulto. As barras de cereais comerciais
contribuiram para um maior percentual no valor didrio
recomendado de energia e gordura em relagdo as barras
de cereais formuladas.

Os percentuais dos valores didrios encontrados
por Bueno? em barras de cereais com 8,00% de semente
tostada de néspera, com base em 2000 kcal, alcangaram
0s mesmos percentuais para energia (4,00%) em relagao
as barras de cereais de murici-passa e banana-passa. O
conteddo de lipideos atingiu 0,70% do valor didrio e o teor
de fibras, carboidratos e proteinas 8,00%, 7,00% e 1,00%
respectivamente. As barras de cereais possuem como
composicao basica flocos de arroz e de aveia. Entretanto,
as diferencas quanto a composi¢ao nutricional ocorre
devido a quantidade e ingredientes de cada formula¢ao®.

De acordo com Tettweiler (1), atualmente a
producao de snacks estd orientada na elaboracao de
produtos mais nutritivos, com aporte de carboidratos,
lipideos e proteinas balanceados conforme o teor
energético do produto. Além disso, a revalorizacao dos

snacks, através da incorporacdo de cereais ricos de fibras,
evidencia seu potencial como alimento com caracteristicas
funcionais'. O’neill et al.* verificaram que barras de
cereais administradas para pacientes hipercolesterolémicos
contribuem com a redu¢ao dos niveis do colesterol de
baixa densidade (LDL-c).

Williams et al.?” encontraram evidéncias de que
barras tipo snack com maior contetido de proteina e fibra
tem melhor influéncia, em curto prazo, nos parametros
metabdlicos e podem auxiliar no controle do apetite
quando comparadas a barras convencionais com alto
teor de lipideos e carboidratos refinados. De acordo com
o0 autor, a glicemia e a resposta insulinica apds nove horas
foram significativamente menores durante a intervengao
com a barra de maior contetdo proteico e de fibra, sendo
que o consumo matinal desta barra reduziu a ingestao
energética do almogo em 5,00%.

As barras de cereais elaboradas para este estudo
tiveram peso médio de 26,0012,07g cada e suas dimensoes
foram em média 29,89 mm de largura, 15,47 mm de
espessura e 97,47 mm de comprimento.

Os resultados médios obtidos da avaliacao
sensorial em relagdo a aceitabilidade e aparéncia das
barras de cereais estao apresentados na Figura 1. Quanto
ao teste de aceitacao, BCM,, BMC,, e BCM | obtiveram
médias superiores a 6,00 (p<0,05), sendo consideradas
aceitas para consumo. As barras de cereais com contetido
de murici-passa acima de 75,00% ndo foram aceitas
pelos provadores. A andlise de correlagao demonstrou
que a medida que aumentou a concentra¢ao de murici-
passa nas barras de cereais a aceitabilidade decresceu

Tabela 5. Composicdo quimica em 25g (1 unidade) e valor didrio recomendado (VD) de barras de cereais com murici -passa e/ou

banana-passa comparadas com as barras comerciais
Composicao

nutricional BCM, VD! BCM., VD!
Valor energético? 90,00 4,00 87,00 4,00
Carboidratos? 18,00 6,00 18,00 6,00
Proteinas® 1,90 2,00 1,80 2,00
Gorduras 1,30 2,00 1,10 2,00
totais®

Fibra alimentar? 1,20 5,00 1,60 6,00

BCM,, VD' BA* VD' FAM* VD'
88,00 4,00 110,00 5,00 98,00 5,00
17,00 6,00 17,00 6,00 17,00 6,00

1,90 2,00 1,00 1,00 1,10 1,00
1,20 2,00 1,00 2,00 2,20 4,00
1,80 7,00 1,00 4,00 1,10 4,00

BCMO — Barra de cereais com 0,00% de murici-passa e 100,00% de banana-passa; BCM25 — Barra de cereais com 25,00% de murici-passa e 75,00%
de banana-passa; BCM50 — Barra de cereais com 50,00% de murici-passa e 50,00% de banana-passa; BCM75 — Barra de cereais com 75,00% de
murici-passa e 25,00% de banana-passa; BCM100 — Barra de cereais com 100,00% de murici-passa e 0,00% de banana-passa; 'Porcentagem do
valor diario de referéncia, com base em uma dieta de 2000 kcal; *kcal; *gramas; “Barras de cereais comercial (BA — banana e aveia e FAM — farelo de
aveia e mel).
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(r =-0,81). A BCM,, apresentou maior pontuagao na
escala hedodnica, obtendo 87,50% de aceitagdo entre
os avaliadores, seguida pela BCM,, e BCM, (81,00 e
75,00% de aceitabilidade, respectivamente). A BCM_, e
BCM, , obtiveram pontuagdo equivalente a “nao gostei,
nem desgostei”, com aceitabilidade de 69 e 62,00%,
respectivamente (Figura 1). Os valores hedonicos
variaram de 5,47 a 7,12 (“ndo gostei, nem desgostei” a
“gostei moderadamente”).

Estevez et al.?®, realizaram teste de aceitabilidade
em barras de cereais com amendoim e obtiveram notas
variando entre 5,50 a 7,10. Dutcosky et al.!, em um
delineamento experimental com nove barras de cereais
adicionadas dos prebidticos (inulina, oligofrutossacarideo
e goma acicia), avaliaram a aceitabilidade, cuja pontuagao
variou entre 5,46 a 7,22. Os resultados de aceitabilidade das
barras de cereais apresentados pelos dois estudos foram
semelhantes ao deste trabalho.

Quanto a aparéncia geral, todas as barras de cereais
apresentaram pontuacdo superior a 6,00, variando entre
6,26 a 7,34, o que corresponde a “gostei pouco” a “gostei
moderadamente” (Figura 1). As barras de cereais com
contetdo de murici-passa igual ou superior a 75,00%
apresentaram melhores resultados quanto a aparéncia
em relacdo as barras com 0,00 e 50,00%. Os julgadores
apontaram a BCM_, como a barra de cereal de melhor
aparéncia. Os valores heddnicos das barras de cereais para
aceitagdo e aparéncia foram semelhantes para a adi¢ao de
até 50,00% de murici-passa. A partir de 50,00% de murici-
passa, as barras de cereais apresentaram melhor aparéncia,
entretanto, os valores de aceitabilidade decresceram.
CONCLUSAO

Apesar da BCM_, e BCM, ndo terem sido
aceitas, foi possivel introduzir o murici em barras de
cereais. A combinac¢do de banana-passa e murici-passa na
propor¢ao de 75:25, propiciou os melhores resultados de
aparéncia e aceitagdo, incrementando o sabor da banana,
tradicional em barras de cereais. Além disso, a adigdao do
murici-passa as barras de cereais proporcionou nomea-
las como ricas em fibras, caracterizando-as como um
produto de melhor qualidade nutricional frente as barras
de cereais comerciais. Assim, a inser¢io do murici em
produtos alimenticios pode contribuir para evidenciar
sabor diferenciado, aparéncia e qualidade nutricional,
valorizando o uso dos alimentos regionais na alimentagao
humana.
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RESUMO

O dleo essencial de Cymbopogon citratus tem sido alvo de varios estudos em fun¢dao do potencial
antimicrobiano. Neste estudo, a atividade desse componente foi investigada em cepas do género Candida
isoladas de infec¢des hospitalares. Para a condugdo do estudo, foram analisadas 24 isolados de Candida
albicans e 15 isolados de Candida tropicalis, originados de pacientes com suspeitas de infec¢ao hospitalar e
uma cepa padrio de C. albicans ATCC 10231, por meio da técnica de difusdo em dgar. O dleo essencial de
C. citratus apresentou atividade antifingica em 100% dos isolados a partir da concentragio de 25% (v/v),
o que indica sua agdo positiva sobre as cepas hospitalares. Sugere-se a realizagao de estudos farmacoldgicos
e toxicoldgicos desse componente para avaliar a possivel aplicagdo clinica.

Palavras-chave. Candida spp, capim limao, Cymbopogon citratus, atividade antifiingica, odleo
essencial.

ABSTRACT

The antifungal activity of Cymbopogon citratus essential oil was assessed by means of agar diffusion
technique on 24 Candida albicans isolates and 15 Candida tropicalis isolates originated from patients with
suspected nosocomial infection, and one Candida albicans ATCC 10231 standard strain. Cymbopogon
citratus essential oil showed antifungal activity on 100% of the isolates which were analyzed from 25%
(v/v) on concentrations, indicating its effective activity on nosocomial microorganisms.

Key words. Candida spp, lemongrass, Cymbopogon citratus, antifungal activity, essential oil.
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INTRODUCAO

Nas ultimas quatro décadas, observou-se um
aumento da incidéncia de infec¢des sistémicas graves por
fungos oportunistas devido a resisténcia destes frente as
atuais classes de antifingicos, o que estd correlacionado
com o uso indiscriminado dos mesmos. Além do mais, os
antifingicos comumente usados causam efeitos adversos
aos pacientes, que incluem hipersensibilidade, reacdes
alérgicas e imunossupressdo’. Estas incidéncias sdao
também influenciadas por algumas doengas tais como
cancer, diabetes e AIDS 24 >¢,

Dentre os fungos oportunistas, o grupo que
abrange Candida spp., foi considerado o quarto maior
isolado em infec¢do sanguinea nosocomial registrado
no Canadd, EUA, Europa e América Latina’. Este estudo,
realizado entre 1997 a 1999, o qual abrangeu 71 centros
médicos, mostrou predominéncia de C. albicans entre 45% a
60% em todas as infecgoes sanguineas causadas por Candida
spp. Candida tropicalis foi colocada como a segunda espécie
mais isolada, seguida por Candida parapsilosis, na América
Latina e em alguns centrsos médicos da Europa’. Estudos
recentes nestas regioes evidenciaram que esta incidéncia
permanece pouco alterada®®*1%!%; valores semelhantes tém
sido observados em hospitais no Brasil e em alguns paises
asiétiCOS4’ 5,12,13, 14, 15'

Entre os antifingicos frequentemente usados
para o tratamento das infec¢oes causadas por Candida
Spp., estao os derivados de poliénicos, a 5-fluorocitosina
e os derivados azoélicos'. Os agentes antifingicos tém
como principal objetivo atuar unicamente contra fungos
patogénicos, todavia, devido as semelhancas celulares
também sao prejudiciais as células humanas'. Atualmente,
além da toxicidade promovida pelos antifingicos, um
numero cada vez maior de cepas de varias espécies de
Candidatem adquirido resisténcia a estes firmacos>” - 131418,

Com isso, varios trabalhos tém sido desenvolvidos
com produtos de origem vegetal na busca de uma
alternativa mais eficiente e menos téxica para o tratamento
das infec¢des fiingicas'. Entre as espécies vegetais, destaca-
se o Cymbopogon citratus (C. citratus) cujo 6leo essencial
obtido das folhas tem apresentado 6tima atividade
antifingica. Pertencente a familia Poaceae e originaria da
India, C. citratus (D.C.) Stapf é conhecido popularmente
no Brasil como capim-limao ou lemongrass nos paises
de lingua inglesa®. E uma erva perene, ereta, de 0,60 a
2 m de altura, com folhas aromaticas, estreitas, longas e
paralelinérveas partindo da base 2>2'. Suas folhas hd muito

tempo, sdo consumidas pela populacio na forma de cha
ou infusdo. O seu principal emprego estd relacionado
no alivio de pequenas célicas uterinas e intestinais,
ma digestao, flatuléncia, no tratamento de insonia,
nervosismo, além de efeitos antitérmico, antiespasmaédico
e diurético .

A atividade antifingica de C. citratus estd
relacionada ao dleo essencial, principio odorifero da
planta, contido em suas folhas. No entanto, sio poucos
os trabalhos existentes em relagdo a sua a¢do antifiingica
contra leveduras do género Candida, especialmente
aquelas isoladas de pacientes hospitalizados. Contudo,
tem sido relatado que pequenas concentrag¢des do
6leo essencial promovem excelentes efeitos em cepas
de distintas espécies de Candida". Mishra e Dubey*,
demonstraram que o 6leo essencial foi ativo contra 47
espécies de fungos, incluindo Candida spp. Resultados
promissores contra fungos filamentosos e bactérias
também foram descritos™ .

Diante das perspectivas oferecidas pela acao
antifingica do 6leo essencial de C. citratus, e frente
ao aumento da resisténcia e incidéncia das infec¢des
hospitalares por Candida, ha grande interesse em
desenvolver novos antifiingicos eficientes com baixa
toxicidade e custo acessivel. Desse modo, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a atividade antifingica do
6leo essencial de C. citratus em cepas hospitalares de C.
albicans e C. tropicalis.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Folhas de Cymbopogon citratus foram coletadas no
Horto Medicinal da Universidade de Taubaté (UNITAU),
Taubaté — SP, no periodo da manha, em marco de 2005.
As folhas foram cortadas a altura entre 20 a 30 cm a partir
do solo e protegidas da luz”. A espécie foi identificada
no Nucleo de Estudos Botinicos do Centro de Estudos
da Natureza (CEN), Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP), Sdo José dos Campos — SP.

Extragao do 6leo essencial

O processo de obtencdo do 6leo essencial,
realizado no Laboratério de Sintese Organica do Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) — UNIVAP, seguiu
o método direto por destilagdo com arraste de vapor?.
Folhas frescas (100 g) de C. citratus foram picadas e
imersas em 500 mL de dgua destilada. O 6leo foi separado

435



Sa Silva F, Morais Ferreira T, Rodrigues Teodoro G, Carolina Borges Pereira da Costa A, Maria A, Beltrame Junior M, José Salvador M, Rodrigues
de Paula C, Khouri S. Atividade antiftingica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus frente a cepas de Candida albicans e Candida tropicalis
isoladas de infecgbes nosocomiais. Rev Inst Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 68(3):434-41,2009.

da dgua utilizando acetato de etila (E7770, Sigma) e
seco com sulfato de magnésio anidro (M7506, Sigma) a
temperatura ambiente, até formar precipitado. A solugao
foi filtrada e evaporada para a remogao do solvente. Logo
apds, o 6leo foi pesado e armazenado a 4°C.

Analise Quimica

A andlise por cromatografia gasosa (CG) foi
realizada utilizando um cromatégrafo de gds Shimadzu
GC-17A com detector FID, no modo de injecao split.
Uma coluna capilar Durabond-DB5 (30 m x 0,25 mm,
espessura do filme 0,25 pm) foi operado a 60 °C for 3
min, programado de 60°-220 °C a 5 °C/min e mantido
em 220 °C por 5 min. Hélio foi utilizado como gas de
arraste (1 mL/min) e a temperatura do injector foi 250
°C. A porcentagem relativa de componentes individuais
foi obtido baseado nas dreas dos picos obtidos pela
integracao eletronica sem o fator de correcao de reposta
FID. A anilise CG/EM (70 eV) foi realizada utilizando
o espectrofotometro Varian Saturn 2000 equipado com
uma coluna de capilar CP-Sil-8CB (30 m x 0,25 mm,
espessura do filme 0,25 pm) sobre as mesmas condi¢des
relacionadas acima. Os componentes do 6leo essencial
foram identificados pela comparacao de seus indices
de retengdo (relativo aos n-alcanos) e espectros de
massa com os dados encontrados na literatura®. Apés a
indentifica¢do, os dados foram armazenados no banco de
dados de espectrometria (NIST 1998).

Teste antimicrobiano

A atividade antimicrobiana foi feita pelo método
de difusdo em dagar (cavidade/placa) modificado®® 3" 2
Foram avaliadas 24 amostras de leveduras das espécies
C. albicans e 15 de C. tropicalis pertencentes ao Instituto
Adolfo Lutz (TAL), coletadas entre 2002 e 2003, apenas
de pacientes com suspeita clinica de infec¢dao hospitalar
no Hospital Universitdrio de Taubaté (HUT) (Tabelas 1
e 2). A cepa padrao utilizada foi C. albicans ATCC 10231.
Os in6culos de 10° UFC/mL de Candida foram semeados
em meio dgar Dextrose Sabouraud (Difco, Detrit,
USA). O indculo de cada cepa testada foi padronizado
de acordo com Clinical and Laboratory Standard
Institute®. Subsequentemente, aliquotas de 20 pL de cada
concentragao de soluco testada foram aplicadas em pocos
com 5 mm de didmetro. As solugdes do 6leo essencial
foram preparadas a partir do 6leo bruto diluido nas
concentragoes de 10%, 15%, 25%, 35%, 50% e 60% (v/v)
em 6leo vegetal (6leo de améndoas, LECLERC-LTDA) e
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mantidas a 4°C. Apds a incubagdo a 37°C por 48 h, foi
realizada a medi¢ao dos didmetros, em milimetros (mm),
dos halos de inibicao. Nitrato de miconazol (20 mg/mL
— concentracao utilizada no mercado) foi utilizado como
controle positivo; e o 6leo vegetal (6leo de améndoas)
como controle negativo, no qual nenhum efeito inibitério
foi observado (dado nao mostrado). Os testes foram
realizados em triplicata para cada micro-organismo, sendo
o resultado final determinado pela média aritmética e
desvio padrao dos halos de inibi¢ao, de cada concentracao
do C. citratus e controle positivo, entre as cepas da mesma
espécie. Foi considerado a distribui¢ao normal sendo o
desvio padrao 6, **. A sensibilidade das cepas testadas
frente ao dleo de C. citratus foi atribuida aquelas cujo halos
de inibi¢ao ficaram acima de 6 mm e ausentes de colonias
micro-satélites no seu interior.

RESULTADOS

O processo de extra¢do do 6leo essencial, por
destilagao com arraste de vapor, rendeu 0,57% de
6leo a partir de 100 g de folha frescas de C. citratus.
Seus constituintes majoritdrios foram detectados pela
andlise de CG/EM, que mostrou a presenca de a-citral
(28,03%), B-citral (12,02%) e sulcatone (4,8%).
Os resultados dos testes de sensibilidade das cepas
de C. albicans e C. tropicalis frente ao 6leo essencial
estdo organizados respectivamente nas Tabelas 1 e 2,
e a comparagdo do grau de sensibilidade entre ambas
as cepas estd demonstrada na Figura 1. Foi observada
atividade antifingica em todas as cepas, de ambas as
espécies de Candida apartir da concentragao de 25% do
6leo. Contudo, a menor concentragdo testada do 6leo
(10%) demonstrou atividade contra 48% das cepas de
C. albicans e 20% das cepas de C. tropicalis.

Considerando os resultados a partir da concen-
tracao de 25% onde todas as cepas, de ambas as espécies,
apresentaram sensibilidade ao 6leo, ocorreram variagdes
nos halos de inibi¢ao, principalmente nas cepas de
C. albicans, sendo melhor observado a apartir da
concentra¢do de 50% . Na maior concentragdo testada
(60%) ocorreu inibicao apresentando halos entre
17 a 38 mm, que foi também observado no controle
positivo, com halos entre 28 a 50 mm. Em relagdo a
C. tropicalis as varia¢gdes dos halos de inibi¢ao foram
menos expressivos, como pode ser observado a partir
da concentra¢ao de 25% o desvio padrao nao excedeu
a+ 2 mm (Tabela 2).
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Tabela 1. Halos de inibicdo (mm) formados pela acdo antifingica do 6leo essencial de C. citratus contra 24 cepas
hospitalares de C. albicans e uma cepa padrdo ATCC 10231

ATCC 10 13 20 26 28 30 37
10231

Ca25 0 12 16 19 21 30 34

Caz29 0 0 15 20 21 23 42

Ca31 0 0 15 19 26 29 30

Ca35 0 0 16 18 21 21 40

Ca55 0 0 17 21 34 36 45

Cab1 0 0 16 17 19 21 41

Cab5 11 13 16 26 26 30 37

Ca70 10 12 17 23 26 30 36

Ca73 11 13 19 22 24 27 33

Ca85 10 12 19 23 24 25 35

Ca87 10 13 19 24 30 30 45

Ca104 10 12 17 23 30 31 35
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Tabela 2. Halos de inibicdo (mm) formados pela acdo antifungica do 6leo essencial de C. citratus contra 15 cepas
hospitalares de C. tropicalis

Ct05 0 0 13 15 22 22 35

Ct33 0 0 13 16 18 20 35

Ct57 0 0 12 15 17 18 29

Ct62 0 0 13 17 24 24 31

Cte7 0 9 13 15 17 18 30

Ct81 0 0 12 14 17 21 33

Ct83 7 8 12 14 18 19 32

Ct97 0 8 13 16 18 19 33

Resultados numéricos em mm.

A cepa de referéncia C. albicans (ATCC O nitrato de miconazol (20 mg/mL) foi utilizado
10231) apresentou halos maiores que os valores da  como controle positivo contra as cepas testadas,
média de todos os halos das cepas de C. albicans.  produzindo halos de inibi¢ao entre 27-45 mm (Tabelas 1
No entando, algumas cepas de isolados hospitalares e 2); e como controle negativo foi utilizado o dleo vegetal
apresentaram maior sensibilidade ao 6leo que acepa  de améndoas, sendo que nenhum efeito inibitério foi
de referéncia. observado (dados nao mostrados).
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Figura 1. Média dos halos de inibicao (em mm) das cepas de C. albicans
e C. tropicalis frente a 20 plL do 6leo essencial de C. citratus em diferentes
concentracoes e o controle positivo nitrato de miconazol a 20 mg/mL.

DISCUSSAO

Os bleos essenciais podem ser avaliados de acordo
com suas caracteristicas fisico-quimicas como: teor ou
rendimento, estabilidade e quantifica¢do de constituintes
quimicos. Estas caracteristicas variam e dependem
diretamente do local onde a planta é cultivada, sendo
influenciadas dentre vérios fatores pelo clima, solo, tratos
culturais e exposicao a luz, dependendo também da suas
caracteristicas genéticas?'.

O 6leo essencial C. citratus, extraido pelo método
de destilagao com arraste de vapor, teve um rendimento
de 0,57% das folhas frescas. Este resultado est4 de acordo
com Akisue et al.?, que obtiveram um rendimento entre
0,46% a 0,86%; e Mishra e Dubey* que também chegaram
aresultados semelhantes com rendimentos entre 0,29% e
0,64%; tal variacao para ambos os trabalhos dependeu da
época do ano em que as folhas foram coletadas.

Apesar das poucas publicagoes referentes a agao
antifingica do 6leo contra cepas de Candida de origem
hospitalar, os resultados do presente trabalho foram
compativeis as referéncias existentes. Lima e Farias"
demonstraram o potencial antifiingico do 6leo essencial
de C. citratus, o qual inibiu o crescimento de todas as cepas
hospitalares do género Candida testadas, entre estas, C.
albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. pseudotropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii.

Considerando os resultados a partir da concen-
tracao de 25% onde todas as cepas, de ambas as espécies,
apresentaram sensibilidade ao 6leo, ocorreram variagdes
nos halos de inibi¢do, principalmente se tratando de C.

albicans, onde tais varia¢des, de acordo com os desvios
padroes, aumentaram com o aumento das concentragdes
do dleo (Tabela 1), enquanto em relagdo a C. tropicalis,
estas variagdes foram percebidas em menor intensidade.
Variagoes semelhantes foram observadas por Lima e
Farias” em um experimento empregando o método de
disco de papel, onde os halos mediram entre 20 a 40 mm
para C. albicans e de 20 a 32 mm para C. tropicalis. Nossos
resultados estdo em acordo com a literatura a qual sugere
que, ndo apenas cepas de C. albicans, mas também cepas de
C. tropicalis, isoladas de infec¢oes nosocomiais, possuem
diferentes graus de susceptibilidade.

Outros trabalhos mostram bons resultados
relativos a atividade antifingica do 6leo essencial de C.
citratus. Onawunmi® obteve satisfatério efeito antifingico
contra Candida spp., tendo halos de inibi¢do numa média
de 26 mm para cepas selvagens de C. albicans e 32 e 53
mm para cepas padroes de C. albicans e C. pseudotropicalis,
respectivamente. Onawunmi® seguido por Mishra and
Dubey* sugeriram que o efeito antimicrobiano do 6leo
essencial de C. citratus é devido ao citral, componente
majoritdrio do 6leo que demonstrou admiravel atividade
antifingica. Em 1998, Carmo et al*. analisaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de C. citratus, contra
10 cepas de C. albicans, isoladas de pacientes com AIDS,
e obtiveram inibicao em 90% das cepas. Schuck et al.*
também mostram resultados promissores, ja que a agao
do 6leo essencial, frente a cepas padrdes de Candida, foi
superior a nistatina usada como controle positivo.

Numa ultima avaliacao, a Figura 1 mostra a
comparagao das médias dos halos de inibigao formados,
pelas concentracoes do 6leo essencial para as cepas de
ambas as espécies. Nota-se uma tendéncia de saturagdo da
atividade antifingica do 6leo essencial com o aumento da
concentra¢ao, tendendo a ficar abaixo do valor da média
dos halos de inibicao do controle positivo. No entanto, isso
nao indica que o potencial antifingico do 6leo seja inferior,
sendo necessario realizar testes com concentra¢des mais
elevadas e, futuramente, testes toxicologicos, jd que se deve
levar em consideracao que a maioria dos antifingicos no
mercado causam efeitos colaterais.

CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou bons resultados
da agdo antifingica do dleo essencial das folhas frescas
de C. citratus em cepas hospitalares de C. albicans e C.
tropicalis. Todas as cepas, de ambas as espécies, foram
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inibidas a partir da concentragao de 25% do éleo essencial.
Dessa forma, sugere-se futuros estudos contra outros
fungos patogénicos, além de estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos para uma futura aplicagao clinica.
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ABSTRACT

Fifty three individuals of four most commonly consumed fish species by the Cananéia city population, in Sao Paulo, Brazil, were analyzed
to determine total mercury (Total Hg) and methylmercury (MeHg) levels, as well as, proximate composition and fatty acid profile. The
muscle of three carnivorous species Centropomus parallelus (Fat snook), Macrodon ancylodon (King weakfish) and Micropogonias furnieri
(Whitemouth croaker), and one planktivorous species Mugil platanus (Mullet) were analyzed. MeHg and Total Hg determinations were
performed by Cold Vapour Atomic Absorption Spectrometry (CV AAS). Fatty acid profile was determined by gas chromatography (GC)
whilst AOAC methods were used for proximate analysis. The total Hg results (interval) in wet weight basis were: Whitemouth croaker
(114-442 pg kg'), Fat snook (15-178 pg kg'), King weakfish (12-100 pg kg?) and Mullet (<10-25 pg kg'), and none of the fish species
exceeded the Brazilian legislation limits. MeHg values were below FAO/WHO (2007) recommendations. In nutritional terms, the results
for proximate composition for all four fish species proved to be an excellent protein source with very low lipid content as was expected.
Fatty acids of all fish species were adequate. Total polyunsaturated fatty acid contents varied from 21.9% (Micropogonias furnieri) to
26.4% (Mugil platanus). For the n-3 family, Macrodon ancylodon presented the highest value (20.9%) and Micropogonias furnieri the
lowest one (15.8%). Mugil platanus (Mullet) species also showed good levels for all parameters analyzed and very low concentrations of
contaminants, indicating it as a good nutritional choice in terms of risks and benefits.

Key words. mercury, methylmercury, proximate composition, fatty acids, fish, Cananéia

RESUMO

Cinquenta e trés amostras de musculo de pescados mais consumidos pela populacao de Cananéia, foram avaliados em relacao aos teores
de merctrio total (HgT) e metilmercurio (MeHg), composi¢ao centesimal e de dcidos graxos. Os musculos de trés espécies carnivoras
Centropomus parallelus (Robalo Peba), Macrodon ancylodon (Pescada) e Micropogonias furnieri (Corvina), e uma espécie planctivora,
Mugil platanus (Tainha) foram analisadas. As determinacoes de Hg total e MeHg foram feitas por espectrometria de absor¢do atomica
com geragdo de vapor frio (CV AAS). A composicao de dcidos graxos foi determinada por cromatografia a gis (GC) e a composi¢do
centesimal, de acordo com as metodologias preconizadas pela AOAC. Os intervalos de concentrac¢io obtidos para Hg total (peso timido)
foram: Corvina (114-442 pg kg'), Robalo (15-178 pg kg?), Pescada (12-100 pg kg') e Tainha (<10-25 pugkg'), nao excedendo os limites
dalegislagao brasileira. Os valores de MeHg se encontraram abaixo das recomendagdes da FAO/WHO(2007). Em termos nutricionais, os
resultados de composi¢do centesimal para todas as espécies analisadas provaram ser uma excelente fonte de proteina com contetido muito
baixo de lipideos. Os teores de dcidos graxos poliinsaturados totais variaram de 21,9% (Pescada) a 26,4% (Tainha). Para a familia n-3,
Macrodon ancylodon apresentou o maior valor (20,9%) e Micropogonias furnieri, o menor (15,8%). A espécie Mugil platanus apresentou
niveis adequados para todos os pardmetros analisados e baixa concentracio para os contaminantes, indicando-o como uma boa escolha
nutricional em termos de riscos e beneficios.

Palavras-chave. mercurio, metilmercurio, composi¢ao centesimal, dcidos graxos, pescado, Cananéia.
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INTRODUCTION

Lipids in fish, as well as, fatty acid composition
have been receiving a great deal of attention by researchers
in the last years, due to their beneficial effects on human
health. This has occurred at parallel to the development
of equipment and methodological analysis techniques.
The advances of these developments have permit the
association of the structure of some fatty acids, especially
n-3 and n-6 families, with the essentiality, biochemical
metabolism and importance of these fatty acids in
different fish species (saltwater and freshwater) and its
role in human health'.

Fish constitute an important source of protein
for many people throughout the world. As such, fish
consumption has increased in importance among health-
conscious people % Fish represent also a healthy source
of protein, providing omega-3 (n-3) the fatty acids that
reduce cholesterol levels, and reduce the incidence of heart
disease, stroke and pre-term deliveries *. At the same time,
contaminant levels in fishes have considerable interest
because of the potential effects on the fish themselves
and the organisms that consume them, top-level
receptors, including humans 2 Thus, recently a number
of researchers have started quantitative estimates of risks
vs. benefits of fish intake on human health.

Since fish fauna serves as an important food
source, it is essential to know the impact of water
pollution on these organisms considering the action of
the bioaccumulation and biomagnification processes.
Any change in the natural conditions of aquatic medium
causes several physiological adjustments in fish *. Given
the fact that chemical constituents vary greatly from
species to species, as well as, from individual to individual
of the same species due to differences in seasons,
locations, habitat, gender, age and feeding habits, it is
important to know the composition and nutritional
value of some Brazilian fish species consumed by coastal
populations.

In this study, 53 individuals of the four most
commonly consumed fish species by the Cananéia
city population, Sao Paulo State, Brazil, were analyzed
to determine contaminants, i.e., total mercury (Total
Hg) and methylmercury (MeHg), as well as, proximate
composition and fatty acid profile. Cananéia population
has a very peculiar characteristic in that it consumes large
amounts of fish due to the fact that there are large number
of individuals who make their living through fishing.

MATERIAL AND METHODS

Environmental aspects of the study area

The Cananéia-Iguape estuarine-lagoon complex
is one of the world’s most important marine life areas.
In 1999 it received the UNESCO recognition as Natural
Patrimony of Humanity. The Cananéia Island, located
at the southern region represents a large portion of the
system under natural conditions, i.e. less affected by
anthropic influences.

The Cananéia-Iguape Estuary is composed of
four water bodies and four islands. The population’s
main source of income is turism and fishing. The region’s
population according to the 2006 Brazilian census is
14.195 °. Due to the presence of mangroves on the
banks of the estuary, high organic matter content and
phytoplankton production are favored, consequently with
a great abundance of fish and marine life®.

Sampling and sample preparation

The fish samples were acquired directly from
local fisheries in Cananéia during August of 2007. All
samples acquired in local markets were assessed for quality
indicators and external organoleptic characteristics (eyes,
gills and scales). The species Centropomus parallelus,
Macrodon ancylodon, Micropogonias furnieri and Mugil
Platanus were analyzed. These species are the most
consumed by Cananéia inhabitants. This information
was taken from Farias et al 7. Fish were conditioned in
isothermic boxes in crushed ice and identified ®. Once
in the laboratory fish were evaluated according to
total length, total weight and body weight. After this,
individual muscle tissues were separated and dried at
50° C until constant weight. Dried samples were ground,
homogenized and prepared for chemical analysis. These
analyses were performed at the Neutron Activation
Analysis Laboratory - IPEN.

For proximate composition and fatty acids profile
a pool of each fish species analyzed was prepared. The pool
was prepared from similar amounts of each individual
sample of each species. After mixture of the individual
samples they were again homogenized, resulting in a
pool for each species: Centropomus parallelus, Macrodon
ancylodon, Micropogonias furnieri and Mugil Platanus.

Total mercury and methyl mercury determination

Mercury (Hg) and methyl mercury (MeHg)
determination were performed using Cold Vapor Atomic
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Absorption Spectrometry (CV AAS), using a FIMS from
Perkin Elmer. For total Hg determination about 200 to
500 mg of fish samples were digested with a mixture of
concentrated HNO, and H,SO, in Teflon vials. The vials
were closed and left overnight at room temperature.
The following day, the vials were put into an aluminum
block at 90 °C and left there for 3 hours. The samples
were allowed to cool at room temperature and the final
volume was completed to 50 mL with Milli-Q water. For
MeHg determination, the methodology was based on the
leaching of the sample with 6M HCI, separation of organic
from inorganic Hg through an ionic exchange resin (1 mL
of ionic exchange resin - Dowex 1-X8.200-400 mesh) used
to separate non-ionic Me-HgCl from a HgCl,* complex,
retained on the column. After separation, samples were
digested in a mixture of HNO, and H,SO, and mercury
determination done by using CV AAS.

The analytical procedure used (wet digestion) was
that of Horvat® with some modifications. This technique
has many significant advantages in comparison with the
conventional batches procedures, as lower consumption
of sample solutions and reagents, simplicity for Hg
determination, high sensitivity and relative freedom
from interference. The peak area signals were measured
and the Hg content of the samples was calculated against
the Hg standard curves. The Hg** is reduced on line by
SnCl, 1.1% (m/v) in HCI 3% (v/v) at a flow of 5 — 6 mL
min™. Argon was used as a carrier gas at a constant flow
of 100 mL min™'. All analytical methods were developed
and validated for precision and accuracy by means of
reference materials analyses with certified values for the
elements determined: Dogfish muscle (DORM-1, NRCC)
and Dogfish liver (DOLT-1, NRCC).

Proximate Composition

Determination of humidity, ash and proteins
were performed according to the AOAC methodologies
19, Since there were not enough samples for all analyzes
and carbohydrates are not a regular component of fresh
fish, lipid content was calculated from the difference of
the total amount of humidity, ash and proteins.

Lipid profile was converted to relative values
of g/100g of fish. The energetic value was calculated
applying the Atwater factors 4 —9 — 4 — 7 kcal/g of protein,
lipids, carbohydrates and alcohols, respectively. These
analyzes were undertaken at the Food and Experimental
Nutrition Laboratory of the Pharmaceutical Science
Institute (USP-SP).
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Fatty acid determination
Lipid extraction according to Bligh & Dyer methodology "
The wet tissue was homogenized with a mixture
of chloroform and methanol in such proportions
that a miscible system is formed with the water in the
tissue. Dilution with chloroform and water separates
the homogenate into two layers, the chloroform layer
containing all the lipids and the methanolic layer
containing all the non-lipids. A purified lipid extract is
obtained merely by isolating the chloroform layer ''. This
procedure was undertaken at LAN, the lipid extracts were
frozen and then sent to Institute of Food Technology
(ITAL) for fatty acid determination.

Fatty acid determination

The analyses were performed at the Center for
Food Science and Quality from ITAL, Campinas. For fatty
acid determination, one aliquot of lipid extract containing
approximately 400 mg for each pool of fish species
analyzed was taken and dried in a rotatory evaporator.
The transmetilation was done according to Hartman
& Lago methodology '3, using ammonium chloride
solution and sulfuric acid in methanol as an estirificant
agent. The gas chromatography was performed using
a gas chromatography, (Varian, model 3900, Palo Alto,
California, USA) equipped with an auto sampler; injector
split, ratio 1/75; fused silica capillary column (100 m x 0.25
mm i.d.,0.20 pm film thickness) (CP-SIL 88, Chrompack,
Middelburg, The Netherlands) and flame ionization
detector. The initial column temperature was 120 °C for
5 minutes and then programmed to increase at 5-C/min
to 235 °C; the injector temperature was set at 270 °C; the
detector temperature at 300 °C; injection volume was 1
pL. The carrier gas was hydrogen at a flow rate of 1 mL/
minand nitrogen was used as the make-up gas at 30 mL/
min. The fatty acids were identified by comparison of the
retention times of the sample with those of the standards
and by spiking. To verify the identity and accuracy of
the method a total of 37 saturated, monounsaturated
and polyunsaturated fatty acid standards (37 FAME Mix
47885-U, Sulpecor, Bellefonte, PA, USA) were used.
Quantification was done as area percentages and the
results were expressed in % of area.

RESULTS AND DISCUSSION

The methodology validation for total Hg and
MeHg for CV AAS were carried out by reference materials
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analyses. The results are presented in Table 1. For total
Hg the relative standard deviation (RSD) varied from 1.7
to 11.7% and relative error (RE), from 0.9 to 2.6 %. For
MeHg determination relative standard deviation ranged
from 3.1 to 8.0% and relative error, from 1.4 to 12.0%,
showing the precision and accuracy of both analytical
methodologies, respectively.

Table 2 presents mean and concentration intervals
for total Hg (pg kg') and Me Hg contents (%) by CV
AAS, in dry and wet weight, total weight and total length
for the fish species analyzed. The total Hg averages and
ranges (wet weight basis) for the species analyzed were:
236 + 111 pg kg! (114 - 442) for Micropogonias furnieri
(Whitemouth croaker); 42 + 24 pg kg' (12 — 100) for
Macrodon ancylodon (King weakfish); 48 + 43 ug kg (15
— 178) Centropomus parallelus (Fat snook) and 8.3 £ 5.6
pg kg (<10-25) for Mugil platanus (Mullet), respectively.

The total Hg averages and ranges (dry weight
basis) were: 1071 £ 504 pg kg™ (516 - 2008) for
Micropogonias furnieri; 191 £ 109 pg kg™ (56 — 456) for
Macrodon ancylodon;. 193 £ 173 ng kg (61 — 712) for
Centropomus parallelus and 33 £ 22 pg kg' (<10 — 98)
for Mugil platanus, respectively. MeHg averages and
ranges (dry weight) for these species were: 652 ug kg™
(227 - 1487),171 pg kg™ (37 — 452); 88 pg kg™ (22 - 399)
and < 10 pg kg, respectively. In relation to total Hg
values, MeHg concentration values corresponded to 34
to 85% in Micropogonias furnieri, 37 to 99% in Macrodon
ancylodon and 18 to 61% in Centropomus parallelus. The
concentration values for Mugil platanus species were too
low for MeHg determination.

Concerning populational risk to toxic element
exposure, Hg and MeHg, Hg did not exceed the
Brazilian legislation limits * for predatory (1000 pg
Hg kg') and non predatory species (500 pg kg™'), in
wet weight. For MeHg there is no limit in the Brazilian
legislation, but the values were bellow FAO/WHO
recommendations of 1000 ug Hg kg for MeHg levels
in predatory species and 500 pg kg™ in non-predatory
ones .

Table 3 shows the results obtained for the
fatty acid profile for the pool of the fish species
analyzed. Total saturated fatty acids ranged from 28%
in Macrodon ancylodon to 41.8% in Mugil platanus.
Total polyunsaturated fatty acid contents varied from
21.9% in Micropogonias furnieri to 26.4% in Mugil
platanus. These species presented similar proportions
of polyunsaturated fatty acids of the n-3 family
(average 17.8%) and of the n-6 family (average 7.0%).

Regarding the n-6 family Mugil platanus species
showed the highest values (8.9%) and Macrodon
ancylodon, the lowest ones (4.4%). On the other hand, for
the n-3 family, Macrodon ancylodon presented the highest
value (20.9%) and Micropogonias furnieri the lowest one
(15.8%).

Lipid composition in fish tissues can be affect
by diet and environmental factors such as salinity,
temperature, seasons and geographical location. Although
several marine fish species are rich in polyunsaturated
fatty acids n-3 family, their levels can vary according to
different species. Eicosapentaenoic (EPA) (C20:5n-3) and
docosahexaenoic (DHA) (C22:6 n-3) fatty acids of the

Table 1. Results for total Hg and Me Hg in the certified reference materials by CV AAS (n = 5)

Certified
Value

Certified
Reference
Materials

DOLT-3
(Dogfish
Liver)

(mg kg™)

DORM-
1 NRCC
(Dogfish
Muscle)
(mg kg™

Hgtotal
(mean =

s.d.)
34+04

RSD
(%)

3.37+0.14 1.7

777 £13 798 £ 74 1.7

n — number of determinations

RE (r':"':a":‘gt Certified RSD RE

(%) Value (%) (%)
s.d.)

0.9 140+01 159+0.12 8.0 12.0

26 740 +23 731 %60 3.1 14
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Table 2. Mean and concentration interval for total Hg (ug kg™) and Me Hg contents (%) by CV AAS (dry and wet
weight), total weight and total length for the fish species analyzed

. Total H Total H MeH
Fish species Feed Habits Total weight Total lenght Muscleg Muscleg (intervgl)
(@ (mm) (wet weight) (dry weight) (%)
Micropogonias
furnieri Detritivorus 461 + 25 236+ 111 1071 + 504 (34 - 85)
(Whitemouth 1199 + 231 (414 -507) (114 -442) (516 —2008)
croaker) (832-1399)
(11)
Macrodon
ancylodon Carnivorous 321 +99 283+ 113 42 £ 24 191 + 109 (37 -99)
(King weakfish) (239-613) (281 —340) (12 - 100) (56 - 456)
(16)
Centropomus
parallelus Carnivorous 474 £ 76 388 + 32 48 + 43 193 + 173 (18-61)
(Fat snook) (312 -563) (318 —424) (15-178) 61-712)
(12)
Mugil
platanus Planktivorus 1469 + 347 544 + 51 83+56 32 +22 -
(Mullet) (807 — 1936) (432 — 600) (<10 -25) (<10-98)
(14)

(n) — number of samples analyzed

n-3 family are abundant in various marine fish species,
specifically those that feed on polyunsaturated fatty acid
n-3 family rich-plankton.

Omega-3 and 6 fatty acids are essential for human
beings, but they are not synthesized by the body. Their
deficiency can provoke adverse health effects. These fatty
acids are constituents of cellular structure and are needed
for membrane formation'. Omega-6 deficiency can
provoke dermatological symptoms, while n-3 deficiency
is related to neurological and visual disturbances '¢.

In the four fish species analyzed, the predominancy
of unsaturated fatty acids in relation to total lipids (50.4
to 67.2%) could be observed. The higher concentration
of monounsaturated fatty acids ranged from 24.7 %
(Mullet) to 41.9% (King weakfish) (Table 3). The fatty
acid composition revealed that the most abundant
were palmitic acid (C16:0) and oleic acid (C18:1 n9) ;
palmitoleic acid (C16:1 n7) and estearic acid (C18:0)
in lower proportions in the four fish species analyzed
with levels ranging from 12.1 to 27.7%, from 11.9 to
28.6%, 4.9 to 12.0% and from 4.9 to 13.9%, respectively
of the total fatty acids. Among the fish species analyzed
Centropomus parallelus presented the highest proportion
of palmitic acid (27.7%) and Macrodon ancylodon, the
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highest proportion of oleic (28.6 %), palmitoleic (12.0%)
and estearic acids (13.9%). The (EPA + DHA) fatty acid
levels were higher for Macrodon ancylodon (18.5%) and
lower for Micropogonias furnieri (11.9%).

As is already known, fish chemical composition
can vary in function due to several endogenous and
exogenous factors such as: genetics, size, gender,
reproductive age, feeding habits, environmental factors,
temperature and seasons 7%,

According to published literature, consumption of
n-6/n-3 ratio ranging from 5:1 to 10:1 is recommended for
adults for the prevention of cardiovascular risks . Even
though in the present study n-6/n-3 ratio ranged from 0.21
(Macrodon ancylodon) to 0.51 (Mugil platanus), it must
not be forgotten that fish is only a small part of a whole
diet. Therefore it could be an important contribution in
reaching the recommended ratio.

Table 4 presents the results obtained for proximate
composition in the fish pool samples and literature values
from TACO?2 %°, USDA ?' and Menezes * for comparison
for all fish species analyzed. For the Micropogonias furnieri
species, in general, the obtained values were similar to the
literature °. However, the results for fatty acid n-3 family
were higher and total lipids lower.
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Table 3. Fish species (muscle pool) fatty acid composition, expressed in area (%) of the relative area concerning the
total lipids

C13:0 Nd Nd nd 0.1

C 15:0 0.7 0.1 1.1 6.8

c16:0 26.3 12.1 27.7 22.5

C17:0 0.8 0.2 1.2 1.7

C 18:0 7.0 13.9 8.2 4.9

C18:1n9 17.3 28.6 17.6 11.9

C 18:2n6 1.3 0.8 2.1 3.3

C 18:3n3t 0.1 nd 0.1 0.5

C 18:3n3 0.7 0.4 0.6 1.3

C 20:2n6 0.8 0.5 0.3 1.4

C 20:3n6 0.2 0.1 0.2 0.2

C22:1 0.2 0.1 0.1 0.2

C 22:2n6 0.4 0.3 0.1 0.6

C 20:5n3 4.6 3.9 1.9 59

C 22:5n3 3.0 2.0 2.6 4.1

¥ Saturated 38.3 28.0 40.8 41.8

¥ Polyunsaturated 219 25.3 254 26.4
(PUFA)

Y omega 3 15.8 20.9 17.0 17.5

NI 8.6 4.4 7.7 6.1

n-6/n-3 0.39 0.21 0.49 0.51

nd = not detected (detection limit  0.1%); N.I. = not identified
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For Macrodon ancylodon species, the results for
protein were higher than the literature, as well as, for
polyunsaturated fatty acids and n-3 and n-6 fractions.

The results for Mugil platanus species were
compared to the USDA National Nutrient Database for
Standard Reference (Release 18) *!. The lipid content was
lower than the literature and higher for polyunsaturated
fatty acids of the n-3 and n-6 families. Comparing the
values with literature for Mugil platanus from Menezes *
similar values were observed.

The results obtained for Centropomus parallelus in
the present study were compared to the results obtained
for Centropomus undecimalis data presented from Menezes
> and values were similar as well.

The fishes analyzed presented different values
in their chemical composition (Table 4). The humidity
values ranged from 75.1% in Mugil platanus to 77.9%
in Micropogonias furnieri, while ash content observed
was lower in Micropogonias furnieri and higher in Mugil
platanus species. The average protein content was 19.9 +
0.9% with a very narrow protein content interval (from
18.8 t0 20.9%).

Micropogonias furnieri, Macrodon ancylodon and
Mugil platanus, in general, presented protein values higher
than those found in the literature (Table 4).

For polyunsaturated fatty acids Mugil platanus
presented similar values to those found in the literature,
and Micropogonias furnieri and Macrodon ancylodon
presented higher values. Regarding n-3 and n-6 contents
for the four species, the results were, in general, higher
than those values published in the literature (Table 4).

CONCLUSION

Concerning populational risk to toxic element
exposure, Hg and MeHg, Hg did not exceed the Brazilian
legislation limits ** for predatory (1000 pg Hg kg") and
non-predatory fish species (500 pg kg'), in wet weight
basis. For MeHg the value set by FAO/WHO ', of 1000 pg
Hg kg™ for predatory fish species and 500 pg kg™ in non-
predatory ones, were not found in the studied samples.
Even if mercury or methylmercury were found in the fish,
levels would be considered safe for consumption, although
the amount of fish that the population indeed consumes
on a daily or weekly basis must be assessed.

In this study the whole diet of Cananéia’s
population was not assessed, but as fish play an inportant
role for the population, from the nutritional point of view

the results for proximate composition for all four species
showed that these fishes can be an excellent protein source
with very low lipid content, as was expected. Regarding the
fatty acid profile, all fish species analyzed were also adequate.
Micropogonias furnieri (Whitemouth croaker)
presented higher total Hg content because it is a predatory
species. Mugil platanus (Mullet), however, showed
good levels for all parameters analyzed and very low
concentrations of total Hg and MeHg, indicating that
this may be a good nutritional choice in terms of risks
and benefits. Unfortunately this species has seasonal
availability and is relatively expensive and Macrodon
ancylodon (King weakfish) is much more consumed.
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RESUMO

A Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Geragdo de Vapor Frio (CVAAS) estd entre os métodos mais
utilizados atualmente para a determina¢do de mercurio (Hg) e metilmercirio (MeHg) em materiais
bioldgicos devido a vantagens, tais como: facilidade de operagao, rapida resposta analitica, boa sensibilidade
e baixo custo. Neste estudo apresentam-se os resultados obtidos no programa de intercomparagio da Agéncia
Internacional de Energia Atomica (IAEA) o World-Wide Intercomparison Exercise for the Determination of
Trace Elements and Methylmercury in Tuna Fish Flesh Homogenate (IAEA-436), realizado no periodo de
outubro de 2004 a julho de 2005. A precisdo e a exatidio do método para determinagdo de Hg e MeHg
foram verificadas por meio da andlise de materiais de referéncia com valores certificados para ambos. Os
resultados obtidos apresentaram boa precisdo e exatiddo, com desvio padrao relativo de 2,2 a 10 % e erro
relativo, de 0,4 a 12% para MeHg e desvio padrio relativo de 2,6 a 11,7% e erro relativo, de 0,9 a 3,11%, para
Hg. O método apresentado mostrou-se adequado para determinagao de baixos niveis destes contaminantes
em amostras de cabelo e peixe e pode ser usado em estudos relacionados aos efeitos do Hg e suas espécies
na saide do ser humano.

Palavras chave. metilmercurio, peixe, cabelo, espectrometria de absor¢do atémica com geragao de vapor
frio.

ABSTRACT

The cold vapor atomic absorption spectrometry (CVAAS) is one of the most useful analytical technique
for mercury and methylmercury determinations in biological materials due to several advantagens such as
operation facility, fast analytical response, good sensitivity and low cost. This study also shows the results
obtained by our laboratory in the World-Wide Intercomparison Exercise for the Determination of Trace
Elements and Methylmercury in Tuna Fish Flesh Homogenate (IAEA-436), during the period of October
2004 and July 2005. The precision and accuracy of the method for total mercury and MeHg determinations
were verified by means of the reference material analyses. The results obtained showed good precision and
accuracy with relative standard deviation ranged from 2.2 to 10 % and relative error from 0.4 to 12% for
MeHg and relative standard deviation ranged from 2.6 to 11.7 % and relative error from 0.9 to 3.1% for
Hg. The method presented has been shown to be suitable for determination of background levels of these
contaminants in fish and hair samples and can be used in studies related to the health effects of mercury
and its species in man.

Key words. methylmercury, fish, hair, cold vapor atomic absorption spectrometry.
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INTRODUCAO

O impacto téxico do metilmercario (MeHg) ¢é
amplamente conhecido e inumeros estudos no Brasil tém
sido realizados nas ultimas décadas" > . O mercurio (Hg)
que entra em oceanos, lagos e rios pode ser convertido para
MeHg pela acao de bactérias e biocumula-se na cadeia
alimentar aqudtica. Fatores ambientais tais como pH,
condutividade, disponibilidade de oxigénio, temperatura,
atividade bioldgica e concentra¢ao de nutrientes, entre
outros, sao relevantes nos processos de metilagao do Hg no
ambiente®. A conversao entre as diferentes formas é a base
do complexo padrao de distribui¢ao do mercirio em ciclos
locais e globais e de seu enriquecimento biol6gico’. Os seres
humanos estao expostos ao MeHg principalmente por
meio do consumo de peixe contaminado, particularmente
espécies de peixes predadores® " 8. Consequentemente, os
teores de MeHg em peixes sao frequentemente avaliados
por indmeras organizag¢des e pesquisadores com o objetivo
de avaliar os niveis de contaminagio e estes resultados sao,
frequentemente, utilizados para checar a qualidade dos
peixes disponiveis para a populagao.

Entretanto, a especiagdio do Hg em amostras
clinicas, bioldgicas ou ambientais é particularmente
complexa, devido as vdrias formas quimicas que este metal
pode assumir, a variedade de comportamento das mesmas
e a grande diferenca na concentra¢do que pode existir entre
elas, sendo que da mesma forma que para outras espécies
organometalicas, as técnicas utilizadas para a determinagao
de MeHg envolvem vdrias etapas analiticas’.

Em relacao ao Hg e MeHg, na literatura sao
relatados varios procedimentos e técnicas analiticas para
a sua determinagdo, contudo, o desenvolvimento destes
métodos para quantificagdio de MeHg em amostras
bioldgicas nao é tao simples, devido aos problemas
relacionados a extracao do analito da amostra e ao método
de quantificacdo final empregado. Este deve ser capaz
de trazer os compostos de Hg presentes na amostra a
formas convenientes a etapa posterior de determina¢ao
sem, entretanto, modificar a identidade das espécies ao
longo do processo. Para diferenciar o MeHg do Hg total
(inorganico), geralmente utiliza-se uma etapa de separagao
ou extrag¢do, antes de sua quantifica¢ao'’. Sdo sugeridos,
dependendo da amostra, diversos procedimentos, que
envolvem, por exemplo a digestao alcalina'!, extragao com
solventes'? ou troca idnica'*'4.

Uma revisao completa dos métodos de especiagao
de Hg nao é o escopo deste trabalho, mas, a titulo de
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exemplificacdo, alguns métodos de especiacao seriao
citados a seguir.

Uma das primeiras técnicas desenvolvidas para
a especiacdo do Hg foi baseada na lixiviagdo acida,
extragdo com solventes e separacdo cromatografica com
a utilizacdo de colunas empacotadas e determinacao
por captura de elétrons (ECD)"S. Todavia, a dificuldade
devido a diversidade de matrizes e os niveis muito
baixos de MeHg, fez com que este método apresentasse
baixa especificidade, alto limites de deteccdo e dificil
empacotamento das colunas. Porém, o interesse em
determinar teores de Hg para estimar o seu real impacto
no meio ambiente, principalmente em sistemas aquaticos
e nos seres humanos, levou a um grande progresso no
desenvolvimento de procedimentos de analise para este
metal. Além disso, a sua alta toxicidade, mesmo em
baixas concentragdes, bem como a sua natureza volatil
e possibilidade de associagdo com outros compostos,
fez com que fossem necessarios procedimentos bastante
sensiveis e precisos para a sua determinagao em diferentes
matrizes.

Entretanto, quanto a detecc¢do instrumental, a
cromatografia gasosa € e foi, desde o inicio, foi o método
mais utilizado'®, permitindo a discriminagéo das diferentes
espécies organomercuriais entre si, mas encontrando
dificuldades quanto as espécies inorganicas, sendo também
procedimentos normalmente longos e tediosos'’. Contudo,
além dos métodos cromatograficos citados, ha outros
procedimentos de especiagdo, cromatograficos ou nao,
encontrados na literatura. Por exemplo, Evans & McKee'®,
utilizaram a combinac¢do de cromatografia liquida de
alta resolucdo com detecgdo amperométrica. Gibicar e
colaboradores determinaram MeHg e etilmerctrio (EtHg)
utilizando cromatografia gasosa, pirolise e espectrometria
de fluorescéncia atomica'. Saouter & Blattman®® usaram
a cromatografia gasosa/espectrometria de fluorescéncia
atomica. Ha estudos também que avaliaram a detecgao
por ICP-MS, a partir de diferentes processos de extragao
utilizados para a etapa de separagdo?’ ** e aqueles que se
utilizaram de técnicas voltamétricas®: >

Entretanto, com o progresso obtido na determi-
nacdo das diferentes espécies mercuriais, criou-se a
necessidade de avaliar constantemente os resultados
obtidos a partir dos inimeros métodos atualmente
existentes, verificando-se a necessidade cada vez maior da
organizag¢ao de intercomparagdes laboratoriais por meio
de anélises de materiais candidatos a material de referéncia,
preparados por um organismo internacional competente.
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E um exemplo de intercomparagdes realizadas, com a
participacao de diversos paises, sao as organizadas pela
Agéncia Internacional de Energia Atomica (IAEA) que
ha mais de quatro décadas vem produzindo materiais
de referéncia certificados. O Laboratério Ambiental da
Agéncia, em Monaco (IAEA_MEL), desde 1973 vem
conduzindo essas intercomparacdes por meio de do
“Analytical Quality Control Services (AQCS)” com o
principal objetivo de avaliar a precisao e exatidao dos
resultados obtidos a partir desses materiais de referéncia
e assim, disponibilizar dados confidvais e de qualidade,
aumentando a demanda por materiais de referéncia
certificados para diversos contaminantes em nivel de traco,
principalmente em amostras marinhas.

Neste estudo sao apresentados os resultados
obtidos no programa de intercompara¢ao da Agéncia
Internacional de Energia Atémica (IAEA) o World-
Wide Intercomparison Exercise for the Determination of
Trace Elements and Methylmercury in Tuna Fish Flesh
Homogenate (IAEA-436), realizado no periodo de outubro
de 2004 a julho de 2005 utilizando um procedimento
simples, sensivel, confidvel e com baixo limite de detec¢ao
para quantifica¢do de Hg total e MeHg. Esse procedimento
pode ser utilizado tanto para amostras de cabelo quanto
para amostras de peixe (potenciais indicadores biolégicos
na avaliacdo da exposicdo ao Hg e MeHg) e que se
destaca pelo protocolo de procedimento analitico, o qual
garante a integridade do analito até a etapa posterior de
determinacao sem, entretanto, modificar a identidade das
espécies ao longo do processo de separagao. Este método
é baseado na lixivia¢do dcida (HCI) e posterior separagdo
do MeHg do Hg total em uma coluna de troca ionica.
Apds a etapa de separa¢ao, o MeHg sofre uma digestao
dcida (HNO, e H,SO,), seguida da redugao com cloreto
estanoso, para posterior quantificagao por Espectometria
de Absor¢ao Atomica com Geragao de Vapor Frio
(CVAAS). Esse procedimento é baseado no trabalho de
Horvat e colaboradores®. Estamos considerando nesse
estudo que o mercurio organico presente em amostras
bioldgicas de peixe e cabelo, estd em sua maioria, na forma
de metilmercurio®.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Aparatos e reagentes

Todas as solugoes foram preparadas com reagentes
de grau analitico. O é4cido cloridrico (HCl), 4cido nitrico
(HNO,) e dcido sulfarico (H,SO,) utilizados foram

Suprapuros da Merck. A alta pureza da dgua, de 18 MQ
cm! de resistividade foi obtida usando sistema Milli-Q.

Uma solugao nova de 1,1% (m/v) de SnCl, em
HCI 3% foi preparada a cada experimento dissolvendo-se a
quantidade apropriada do sal (Merck) em aproximadamente
50 mL de dgua Milli-Q e transferida para um balao
volumétrico ja contendo 15 mL de HCI concentrado. O
volume foi completado até a capacidade do balao (500
mL) com dgua Milli-Q e a solugao borbulhada com
gds nitrogénio (N,) por aproximadamente 10 minutos.
Foi preparada também uma solugao de HCl 3% a cada
experimento para ser utilizada como soluc¢io carreadora.

A solugdo de 10% (m/v) de dicromato de potéssio
(K,Cr,0,) utilizada foi preparada previamente pesando-
se 50 g de K.Cr,O, em um balao volumétrico de 500 mL
e em seguida adicionou-se aproximadamente 250 mL de
agua Milli-Q. A solugao, foi colocada entao sob agitagao
até dissolver completamente o K,Cr,O, e o volume foi
completado até a capacidade do balao.

Uma solugdo estoque 1 de Hg (1255 mg L)
foi preparada dissolvendo-se HgO (Johnson Matthey
Chemicals Limited) de alta pureza (99,99995 %) em
HNO, (1000 mg L") e foi utilizada para preparar a solu¢ao
estoque 2 (1255 ug L™).

Uma coluna de troca ionica foi preparada com
pequena quantidade de 1a de vidro e preenchida com 1
mL de resina de troca iOnica - Dowex 1-X8, 200-400 mesh,
tomando-se o cuidado que todas as colunas apresentassem
a mesma quantidade de resina. Ap6s o assentamento da
resina sobre a base de 1a de vidro, colocou-se novamente
uma pequena quantidade dela de vidro sobre a resina para
evitar que a mesma nao ressuspendesse no procedimento
de lavagem. A coluna foi lavada entdo duas vezes seguidas
com 10 mL de dgua Milli-Q e a vazdo ajustada em
aproximadamente 5 mL/min. Apds a medida da vazao, a
coluna foi lavada duas vezes com 10 mL de HNO, 8 M.
Antes da percola¢do da solu¢do contendo a amostra, a
coluna foi ativada com 10 mL de HCI 6M.

Na determinac¢dao de Hg ou MeHg, meticulosa
limpeza dos materiais é essencial. Toda a vidraria utilizada
¢ deixada por 24 horas em Extran 2% (v/v) e enxaguada
com agua Milli-Q. Em seguida, é deixada por 72 horas em
20% (v/v) HNO, e finalmente é enxaguada novamente
com dgua Milli-Q por pelo menos trés vezes.

Curvas de Calibragao

Neste trabalho as curvas de calibragdes foram
construidas com a utilizacao de solu¢des padrao
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preparadas a partir de uma solucio estoque de Hg (estoque
2), pipetada em volumes apropriados diretamente nos
frascos de Teflon fechado da Savilex, com capacidade de
50 mL. Em seguida, foram adicionados 8 mL de acido
nitrico (HNO,) conc. com baixo teor de Hg e 4 mL de
H,SO, conc., ambos da Merck, e deixados reagir durante
toda a noite. Este procedimento também foi realizado para
as amostras. As solucoes de calibracao foram preparadas
diariamente e as concentragdes utilizadas dependeram
das amostras e/ou materiais de referéncia analisados,
sendo utilizadas sempre cinco solugdes de concentragdes
diferentes (2,51 ng mL", 5,02 ng mL", 10,04 ng mL",
20,08 ng mL, 25,10 ng mL!) para a obten¢ao da curva
de calibragao.

Uma vez cumpridas todas as etapas do processo de
preparac¢ao das condi¢oes experimentais e instrumentais,
foi realizada a avaliacao parcial da metodologia empregada,
com o objetivo de garantir a confiabilidade da resposta
analitica obtida das amostras sob andlise. Esta avaliacdo da
metodologia analitica permitiu obter alguns parametros
analiticos de mérito, indicados a seguir: faixa linear de
trabalho (ng mL"), inclinagdo (ng mL™"), regressao linear,
limite de detec¢ao (ng mL™'), limite de quantifica¢ao (ng
mL!) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros analiticos de mérito para a
metodologia empregada na determinacdo de mercurio e
metilmercurio

Faixa Linear de Trabalhao (ng mL™") 0,5-50
Inclinacao 0,0181
Regressao Linear 0,9995
Limite de Deteccdo (ng g™) 0,1
Limite de Quantificacao (ng g™) 10

Procedimento analitico para a determina¢ao de MeHg
em amostras biologicas

Separagdo do MeHg do Hg total, digestdo e andlise para
a determinagdo do Hg orgdnico (MeHg)

O método empregado é baseado na lixiviacao
acida e separagdao de Hg organico (MeHg) e inorganico
numa coluna de troca iénica, seguido pela espectrometria
de absorgao atdbmica com geracao de vapor frio (CVAAS).
O HCl 6 M extrai quantitativamente o MeHg dos tecidos
biol6gicos e uma coluna de troca idnica é usada para
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separar o CH,HgCl ndo i6nico (que passa através da resina
de troca i6nica) do complexo HgCl, ?, que fica retido na
coluna. Uma vez separado, o Hg organico tem que ser
decomposto para Hg**, porque o SnCl, pode reduzir
somente o Hg idnico inorganico. A decomposi¢ao pode
ser feita por radiacao ultravioleta (UV) ou decomposi¢ao
acida. No presente trabalho, optou-se pela digestdo acida
visto que a decomposi¢ao pela irradiacao UV é simples e
efetiva, mas pode demorar horas e deve ser conduzida em
tubos de quartzo ou frascos de Teflon transparentes (pois
ambos refletem a luz UV). A digestao acida é mais rdpida
e também efetiva, deve ser feita em tubos de digestao
fechados e devido a grande quantidade de dcidos utilizada,
o branco do reagente é mais alto, mas ndo alto o suficiente
que prejudique a determinagao do Hg.

Para a determinac¢ao do Hg orgénico, pesaram-
se cerca de 0,2 a 0,5 g de amostra diretamente em um
frasco com tampa de rosca e capacidade de 15 mL.
Ap6s a pesagem, foram adicionados 10 mL de HCI 6M
e deixados reagir durante toda a noite. Os frascos foram
envolvidos em papel aluminio para impedir a passagem
deluz e evitar a decomposi¢ao do MeHg. No dia seguinte,
os frascos foram colocados no agitador por duas horas e
posteriormente centrifugados por aproximadamente 10
min a uma velocidade de 3000 rpm. Ap6s a centrifugacio,
o sobrenadante foi percolado através de uma resina de
troca idnica condicionada previamente na forma Cl- (1
mL de resina de troca idnica - Dowex 1-X8, 200-400
mesh). O material eluido da coluna foi recolhido em
frascos de Teflon com tampa, com capacidade de 50
mL e adicionados entdo 4 mL de HNO, conc. e 2 mL de
H,SO, conc. com a finalidade de decompor o CH,Hg".
As amostras foram digeridas em sistema fechado, em
temperatura de 90°C, durante trés horas. Ap6s a digestao,
os frascos foram colocados em banho de gelo até o
completo resfriamento e, em seguida, adicionados 500
uL de solugao de K,Cr,0O, 10% (m/v), para a oxidagao e
estabilizacao do Hg. Completou-se o volume até a marca
de 50 mL. Finalmente, apds a decomposi¢ao do MeHg em
Hg", a quantificacao do Hg ¢ feita por CVAAS.

Digestao e anélise da amostra para a determinacao de
Hg total

Pesou-se de 0,2 a 0,5 g de amostra diretamente em
um frasco de Teflon fechado da Savilex, com capacidade
de 50 mL. Em seguida, foram adicionados 8 mL de acido
nitrico (HNO,) conc. com baixo teor de Hg e 4 mL de
H,SO, conc,, ambos da Merck, e deixados reagir com as
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amostras durante toda a noite. No dia seguinte, os frascos
foram colocados no bloco digestor da Tecnal e as amostras
foram digeridas em sistema fechado, em temperatura de
90°C, durante trés horas. Esse procedimento foi necessério
para permitir uma digestdo completa das amostras, devido
ao alto teor de gordura presente. Ap6s a digestao, os
frascos foram colocados em banho de gelo até o completo
resfriamento e, em seguida, adicionados, 500 pL de solucao
de (K,Cr,0,) 10% (m/v), para a oxidagao e estabilizagao
do Hg. Completou-se o volume até a marca de 50 mL.

Teste de eficacia de retengao do MeHg em uma coluna de
resina de troca i6nica e taxa de recuperagao (R)

Foram realizados trés experimentos para avaliagao
da eficécia de retencao do MeHg na resina Dowex x-8 e
separacao do Hg inorganico. O primeiro experimento
consistiu da lixiviagdo do MeHg da matriz bioldgica e
posterior percolacao por uma coluna de troca ionica
(Experimento 1). Com posterior determina¢do do Hg
de acordo com o item “Procedimento analitico para
a determinagdo de MeHg em amostras bioldgicas”.
Nesse experimento, no final do procedimento analitico,
estarfamos quantificando somente o MeHg presente no
MR. O segundo experimento, consistiu entretanto, de

igual lixiviagao do MeHg da matriz biolégica, porém sem
percola¢ao por uma coluna de troca iénica (Experimento
2). No final do processo, estariamos quantificando o Hg
total (inorganico e MeHg) presente nas amostras. Para
tanto, foi escolhido o material de referéncia DOLT-3
(Dogfish Liver), pois este apresenta valores certificados
bem diferentes para Hg Total (3,7 £ 0,14 mgkg') e MeHg
(1,59 £ 0,12 mg kg™'), ou seja, as faixas de concentragao
de ambos nao se sobrepdem, facilitando a avaliagao da
eficdcia da separagao do MeHg do Hg inorganico.

O terceiro experimento foi feito com duas solugoes
de Hg Total de concentragao conhecida (2,51 ng mL" e
5,02 ng mL!), obtidas a partir da mesma solucéo utilizada
paraa preparac¢ao da curva de calibragao (estoque 2),com o
objetivo de avaliar o potencial de reten¢ao do Hg inorganico
pela coluna de troca idnica (Experimento 3). Estas solucoes
foram submetidas a0 mesmo tratamento necessario para
determina¢do de MeHg, com duas aliquotas (de 2,51 ng
mL" e 5,02 ngmL") passando pelo processo de percolacido
pela coluna (Experimento 3.1) e duas aliquotas de mesma
concentra¢ao sem percolacao (Experimento 3.2).

O fluxograma a seguir, apresenta um esquema
resumido dos experimentos realizados nesse estudo
(Figura 1).

EXPERIMENTO 1

EXPERIMENTO 2

DOLT-3

Lixiviagdo em
HCI 6M

DOLT-3
| I

Lixiviagdo em
HCI 6M

Percolagao pela

Coluna

Experimento 3.1

Separagao
MeHg /Hg Total

Percolagao pela

Coluna

EXPERIMENTO 3

Solugao Hg

Lixiviagdo em
HCI 6M

| Experimento 3.2

Digestéo Acida
HNO/H,SO, - 3h 90°C

Com

Percolagao

Sem

Percolagao

Digestdo Acida
HNO3/H,SO, - 3h 90°C

Determinagao do
Teor de Hg Total

Digestio Acida
HNO/H,SO, - 3h 90°C

Digestio Acida
HNOS/H,SO, - 3h 90°C

Determinagao do
Teor de MeHg

Quantificagao por
CV AAS

Determinagao do
Teor de Hg Total

Determinagao do
Teor de Hg Total

Quantificagao por
CV AAS

Quantificagao por
CV AAS

Quantificagao por
CV AAS

Figura 1. Fluxograma dos experimentos realizados para avaliacdo da eficacia na determinacdo de MeHg.
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Também foi realizada a avaliacdo de taxa de
recuperacao (R ) do analito (MeHg) extraido das amostras,
pela andlise de materiais de referéncia: Dogfish muscle
(DORM-1 NRCC) e Human Hair Spiked (TAEA 085).
Equipamentos

A quantificagao de Hg foi realizada por meio da
técnica de Espectrometria de Absorcao Atdmica com
Geragao de Vapor Frio (CV AAS), empregando a Andlise
por Injecao em Fluxo, e equipamento FIMS da Perkin
Elmer, usando argonio como gés de arraste. O agitador
empregado foi o modelo Khan da Nova Etica, bloco
digestor da Tecnal e centrifuga Safeguard Centrifuge da
Clay-Adams INC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Exatidao e precisao

A exatiddo e precisao da metodologia para a
determinacao de Hg total e MeHg em amostras de cabelo
e peixe, foram avaliadas por meio da andlise de materiais
de referéncia com valores certificados, a saber: IAEA-085
e 086 (Human Hair), NIST SRM 2976 (Mussel Tissue),
DORM-1 (Dogfish Muscle) e DOLT-3 (Dogfish Liver).

Na Tabela 2, encontram-se os valores médios obtidos na
andlise desses materiais de referéncia, bem como os valores
certificados. Os resultados obtidos para a determinagdo
do MeHg nos materiais de referéncia apresentaram desvio
padrao relativo variando de 2,2 a 10 % e erro relativo, de
0,4 a 12 % e, desvio padrao relativo de 2,6 a 11,7 % e
erro relativo, de 0,9 a 3,1%, para Hg Total, verificando-se
a precisdo e exatidao do método, respectivamente.

Teste de eficacia de reten¢ao do MeHg em uma coluna de
resina de troca i6nica e taxa de recuperagao (R ):

Na Tabela 3 estdo os resultados obtidos para
MeHg (mg kg') no material de referéncia DOLT-3
(Dogfish Liver), com (Experimento 1) e sem percolacao
(Experimento 2) pela coluna de troca ionica e avaliagao
do potencial de reten¢ao da coluna de troca idnica para o
Hg inorganico (Experimento 3).

Pelos resultados, p6de-se observar que com o
procedimento de percola¢do da solugdo, houve uma
perfeita separagao do MeHg do Hg inorgéanico e os
resultados obtidos (1,40 + 0,10 mg kg') foram bem
préximos do valor certificado esperados para o MeHg
(1,59£0,12 mgkg™"), comprovando a eficicia de separagao

Tabela 2. Resultados obtidos para Hg Total e MeHg (mg kg') nos materiais de referéncia IAEA-085 e 086 (Human Hair), NIST SRM
2976 (Mussel Tissue), DORM-1 (Dogfish Muscle) e DOLT-3 (Dogfish Liver)

Total Hg (mg kg')
Materiais de

MeHg (mg kg™)

MeHg ER
Referéncia Hg Total DPR ER DPR
Valor Valor
Certificado 2di Certificado (%)
(média = d.p.) (%) (%) (m: d"; = (%)
-p-
IAEA-085 22,97 £ 0,60 23,2 (22,4 - 2,6 1,0 22,8+0,5 22,9(21,9 - 2,2 0,4
24,0)
23,9)
IAEA-086 0,579 £ 0,021 0,573 (0,534 — 3,6 1,0 0,254 + 0,258 6,3 1,5
0,612)
0,016 (0,236~
0,279)
NIST SRM 2976 50+ 6 61,0+ 3,6 10,2 3,0 0,031 = 0,028 + 10 R
(ug kg™ 0,003 0,011
DORM-1 0,773 £ 0,033 0,798 + 0,074 4.2 3,1 0,718 + 0,731 + 5,8 1%
0,042 0,060
DOLT-3 3,4+04 3,37 +0,14 11,7 0,9 1,40 £ 0,1 1,59 +0,12 8 12
(h=4)

(n) — nuimero de determinacoes - n = 15)
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das espécies de mercurio (Experimento 1). Os resultados
obtidos para o material de referéncia que nao sofreu a
percolagao apds a lixiviagdo, com valor médio de (3,19
* 0,68 mg kg') foi préximo ao esperado para Hg Total
(3,37 £ 0,14 mg kg'), ou seja, tanto o complexo HgCl4’2,
quanto o CH,HgCl formados na etapa de lixiviagao foram
quantificados. Esse resultado permitiu concluir também
que nao ocorreu metilacado do Hg inorgénico em meio
acido, na etapa de lixiviagao (Experimento 2).

Os valores esperados para a taxa de recuperagao
do Hg inorgénico a partir de solugdes de concentragdes
conhecidas foram mais baixos com relagao a quantidade
de Hg pipetada para o Experimento 3.2, ou seja, sem
percolagdo pela coluna de troca idnica. Possivelmente
reagdes ocorridas, dificultaram a liberagao do Hg** em
solucao e consequentemente, ndo foi possivel reduzi-lo
a Hg elementar, forma exigida para determinacao por
CV AAS. Contudo, observou-se também que nao foi
detectado a presenca de Hg inorganico nas solugoes de
concentragoes conhecidas analisadas para o Experimento
3.1, com percolagao pela coluna de troca ionica. Todos os
resultados deram negativos, ou seja, todo o Hg inorganico
ficou retido na coluna.

Estudos encontrados na literatura cientifica
também relatam que ndo ocorrem problemas de

interferentes na extragdo de MeHg, indicando, como ja
testado anteriormente, que o Hg** ndo é transferido para
a fase organica?’.

Taxa de recuperagao (R 1
O resultado do estudo de recuperacio de analito
(MeHg) obtido pela andlise dos materiais de referéncia
indicou uma recuperagao percentual conforme segue:
m Dogfish muscle (DORM-1 NRCC) - 99,25% com
desvio padrio relativo (RSD) de 7,0%.
m Human Hair Spiked (IAEA 085) — 102,54% com desvio
padrio relativo (RSD) de 3,3 %.
Portanto, a taxa de recuperacao foi de:

99,25 Equacao 1
102,54 .
Ripgs= 00 - 1,0254 Equacao 2

Nos dois casos, a taxa de recuperacio foi muito
préoxima de 1, ndo havendo a necessidade de correcido no
valor final.

Tabela 3. Resultados obtidos para MeHg (mg kg') no material de referéncia DOLT-3 (Dogfish Liver), com (experimento
1) e sem (experimento 2 ) percolacéo pela coluna de troca iénica e avaliacdo do potencial de retencdo da coluna de troca

ibnica para o Hg inorganico
Material de Referéncia
(Experimento 1)
DOLT-3 (Dogfish Liver)
Padrao Pipetado

(Experimento 3.1)
Padrao - Ponto 2
Padrao - Ponto 3

Material de Referéncia
(Experimento 2)

DOLT-3 (Dogfish Liver)
Padrao Pipetado
(Experimento 3.2)

Padrao - Ponto 2
Padrao - Ponto 3

MeHg (mg kg) Valor Certificado DPR ER
(média = d.p.) (mg kg™) (%) (%)
1,40 £ 0,10 1,59+ 0,12 7.1 11,9
Hg Total (ng mL") Valor esperado DPR ER
(média = d.p.) (ng mL") (%) (%)
- 2,51 ng mL" - -
- 5,02 ng mL" - -
Hg total (mg kg') Valor Certificado DPR ER
(média = d.p.) (mg kg™) (%) (%)
3,19+ 0,68 3,37 +0,14 21,3 53
Hg Total (hg mL") Valor Esperado DPR ER
(média = d.p.) (ng mL") (%) (%)
0,36 + 0,02 2,51 ng mL" - -
1,39 + 0,03 5,02 ng mL" - -
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Exercicio de intercomparagao

Com o objetivo de avaliar a metodologia analitica
utilizada na determina¢dao de MeHg, bem como a
qualidade final dos resultados, participou-se do programa
de intercomparac¢do da Agéncia Internacional de Energia
Atdmica (IAEA) o “World-Wide Intercomparison Exercise
for the Determination of Trace Elements and Methylmercury
in Tuna Fish Flesh Homogenate“ (IAEA-436), realizado para
avaliacao de um material candidato a material de referéncia
(“Tuna Fish Flesh Homogenate” (IAEA-436)), realizado no
periodo de outubro de 2004 a julho de 2005. A performance
dos laboratérios participantes foi avaliada através de graficos
Z-score e os resultados foram publicados no Report n° IAEA/
AL/157-MEL/77 “Marine Envirnoment Laboratory, 4 quai
Antoin 1°”, MC 98000 Monaco.

Osvalores obtidos no exercicio de intercomparag¢ao
para determina¢do de Hg total e MeHg no material
candidato a material de referéncia sao apresentados na
Tabela 4.

A participagao em um exercicio de intercomparagao
patrocinado pela TAEA apresentou resultados bastante
satisfatorios. Foram observados valores de desvio
padrio relativo 1,1 e 1,4% e erros relativos de 10,5 e
0,5%, respectivamente para as determina¢oes de Hg
total e MeHg, comprovando a precisdo e a exatidao das
metodologias analiticas utilizadas.

Os gréficos de Z-score com os resultados obtidos
no programa de intercomparag¢do para as andlises de
Hg total e MeHg encontram-se nas Figuras 2 e Figura 3,
representados pelo cédigo 30.

Tabela 4. Hg total e MeHg no material Tuna Fish Flesh Homogenate (IAEA-436)(mg kg™)

I\/Iaterlal (je Valor Encontrado Valor Certificado DPR ER
Referéncia
= -1 0, o
(média + 5.d.) (mg kg™) (mg kg™) (%) (%)
HO,., 3,75+ 0,04 4,19 % 0,36 1,1 10,5
MeHg 3,66 + 0,05 3,68 + 0,42 1,4 0,5
(n =6, n=numero de determinacoes)
6
. £] V.TTT=¥=TIIJ
rr=xj=L
4 7 mm,:rrzﬂT Ixzmkdix’“ Tl L L
g | [T
=) T
g Tk
£ 2 I
x
¥
N R

DCOﬂ‘-QNNU)LDU)I‘-(’)(D!XJED?NFWU)NLGI\-P-CDO)WV M- OT0000 ™
OO s T O’)CO?\-OECDD‘JCO(‘?NEMWT <o G0 (.D‘C_Hf

-

KOI\-MNUN"‘)CO(‘)'Q‘\-NLDNMDGI\I‘\W Q) < 0
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Figura 2. Grafico de apresentacao dos resultados obtidos para Hg total na intercomparacdo pelos laboratérios
participantes (grafico adaptado do Report n® IAEA/AL/157-MEL).
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Figura 3. Grafico de apresentacdo dos resultados obtidos para MeHg total na intercomparacgao pelos laboratérios

participantes (grafico adaptado do Report n° IAEA/AL/157-MEL).

CONCLUSOES

A participagao em um exercicio de intercomparagao
patrocinado pela IAEA, com o objetivo de avaliar
a qualidade dos resultados analiticos utilizados na
determinac¢dao de Hg Total e MeHg em um material
candidato a material de referéncia (“Tuna Fish Flesh
Homogenate” (IAEA-436) apresentou resultados
bastante satisfatérios. Foram observados valores de
desvio padrao relativo 1,1 e 1,4% e erros relativos de 10,5
e 0,5%, respectivamente para as determina¢des de Hg
Total e MeHg, comprovando a precisao e a exatidao das
metodologias analiticas utilizadas.

Verificou-se também que a utilizacdo da
espectrometria de absor¢ao atdmica por geragao de vapor
frio (CVAAS), com anterior lixiviagdo dcida e posterior
separa¢ao do MeHg e Hg Total, utilizando-se uma coluna
de troca i6nica, mostrou-se efetiva para a determinagio
dessa espécie de Hg. Esse método se constitui num método
simples para a determinacao de MeHg em laboratérios
que ndo dispoem de equipamentos sofisticados para a
especiacao do Hg. O uso da técnica de CVAAS juntamente
com a separag¢ao por meio de uma coluna de troca ionica,
permitiu a determina¢ao da concentragao de ambos, o
Hg Total e o MeHg em amostras bioldgicas, tais como
musculo e tecidos de peixes e cabelos que possuem, em
geral, uma grande propor¢ao de MeHg em relagao ao
contetido de Hg total.

REFERENCIAS

1. Mergler, D, Passos, C. Human mercury exposure and adverse health
effects in the Amazon: a review. Cad. Saude Publica 2008; 24 (4):
5503-20.

2. Hacon, S e col. An overview of mercury contamination research in
the Amazon basin with an emphasis on Brazil. Cad. Satde Publica
2008; 24 (7): 1479-92.

3. Farias, LA, Santos, NR, Favaro, DIT, Braga, ES. Merctrio total em

cabelo de criangas de uma populagao costeira, Cananeia, Sao Paulo,
Brasil. Cad. Saude Publica 2008, 24 (10):1-8.

4. Canela MC. Determinagao de Merctrio. Campinas: UNICAMP,
1995.

5.  Goyer RA. Toxic effects of metals. In: Klaassen CD, Amdur MO,
Doull J, eds. Casarett and Doull’s toxicology: the basic science
of poisons. New York, NY: Macmillan Publishing In: Klaassen
CD, Amdur MD, Doull J, eds. Casarett and Doull’s toxicology-
-the basic science of poisons. 3rd ed. New York, NY: Macmillan
Publishing,1986.

6. Passos CJS.,Mergler D, Lemire M, Fillion M, Guimaraes JRD. Fish
consumption and bioindicators of inorganic mercury exposure.
The Science Total Environment 2003; 373:68-76.

7. Virtanen JK, Rissanen TH, Voutilainen S, Tuomainen TP. Mercury
as a risk factor for cardiovascular diseases. Journal of Nutritional
Biochemistry 2007; 18:75-85.

8. Farias LA, Favaro DIT, Maihara VA, Vasconcellos MBA, Yuyama
LK, Aguiar JPL, Alencar FJ. Assessment of daily dietary intake of Hg
and some essential elements in diets of children from the Amazon
region. Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 2006;
260 (2):383-7.

9.  Quevauviller, P, Filippelli, M, Horvart, M. Method performance
evaluation for methylmercury determination in fish and sediment.
Trends in analytical chemistry 2000, 19:157-79.

10. Lai, R, HuanG, EL, Zhou, F, Wipf, DO. Selective Determination of
Methylmercury by Flow-Injection Fast-Scan Voltammetry Selective

459



Farias LA, Favaro DIT, Vasconcellos MBA. Determinacdo de mercirio e metilmercirio em amostras de cabelo e peixes. Rev Inst Adolfo Lutz,

Sao

Paulo, 68(3):451-60,2009.

11.

12.

13.

14.

15.

16

17

18

19.

460

Determination of Methylmercury by Flow- Injection Fast-Scan
Voltammetry. Electroanalysis 1998, 10 (13):926-32.

Cappon, CJ, Smith, JC. Breakdown of methylmercury in sodium
hydroxide solution. Anal. Chem., 1980, 52:1527-9.

Ealy,JA, Shults,W D, Dean, J A. Extraction and Gas Cromatographic
Determination of Methyl-, Ethyl-, and Methoxyethylmercury (II)
Halides. Anal. Chem. Acta. 1973, 64: 235- 41.

Sanema Al., Haraguchi, K, Nagai, H. Preconcentration of inorganic

mercury with an-exchange resin and direct reduction-aeration
measurements by cold-vapour atomic absorption spectrometry.
Anal. Chim. Acta, 1981, 130 (1):149-56.

Neagu, V., Cornelia, L., Simina, S., Untea, I. Unconventional ion
exchange resins and their retention properties for Hg2+ ions.
Reactive & Functional Polymers, 2007, 67:1433-9.

Horvat, M, Byrne, AR. Preliminary study of the effects os some
physical parameters on the stability methylmercury in biological
samples. Analyst 1992, 117:665-8.

West66, G. Determination of methylmercury compounds in
foodstuffs. I. methylmercury compounds in fish, identification and
determination. Acta Chem. Scand., 1966, 20 (8): 2131- 7.

Dan-YY., Hoang-YTT, Yu-Wei C, Nelson B. Improvements of
reliability for methylmercury determination in environmental
samples. Analytica Chimica Acta, 2009, 633:157-64.

Evans, O. & Mckee, GD. Determination of mercury (II)
and organomercury compounds by reversed-phase liquid
chromatography with reductive eletrochemical detection. Analyst.,
1988, 113: 243-6.

Gibicar, D, Logar, M, Horvat, N, Marn-Pernat, A, Ponikvar,
R.Horvat, M. Simultaneous determination of trace levels of

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

ethylmercury and methylmercury in biological samples and
vaccines using sodium tetra (n-propyl) borate as derivatizing agent.
Anal. Bioanl. Chem., 2007, 388 (2):329-40.

Saouter, E. & Blattmann, B. Analyses of organic and inorganic
mercury by atomic fluorescence spectrometry using a semiautomatic
analytical system. Anal. Chem., 1994, 66:2031-7.

Hatch, WR, Ott, WL. Determination of sub-microgram quantities
of mercury by atomic absorption spectrophotometry. Anal. Chem.,
1968, 40: 2085-7.

Poluektov, N. S.; Zelyukova, Y. V. Atomic absorption determination

of mercury microcontaminations in alkali metal hydroxides
(exchange of experience). Industrial Laboratory, 1969, 35 (2):
222-30.

Ribeiro, F, Neto, M.M.M, Rocha, M.M, Fonseca, I'T.E. Voltammetric
studies on the electrochemical determination of methylmercury
in chloride medium at carbon microelectrodes. Analytica Chimica
Acta, 2006, 579:227-34.

Mieczyslaw K, Iwona R. New methodology for anodic stripping
voltammetric determination of methylmercury. Electrochemistry
Communications, 2008, 10:1024-6.

Horvat, M. Mercury analysis and speciation. In Environmental
Sample in Global and Regional Mercury Cycles: Sources, Fluxes
and Mass Balances, p. 1-31, W. Baeyens et al (eds), 1996.

Deng, D-F; Teh, F-C; Teh, SJ. Effect of dietary methylmercury and
seleno-methionine on Sacramento splittail larvae. Science of The
Total Environment, 2008, 407:197-208.

Bisinoti, M. C.; Jardim, W.E,; Brito Junior, J. L.; Malm, O.; Guimaraes,
J. R. Um novo método para quantificar merctrio organico (Hg
organico) empregando a espectrometria de fluorescéncia atbmica



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Avaliacao de requisitos referentes a implantacao do sistema de
gestao da qualidade nos Laboratérios Centrais de Saude Publica

Evaluation of requirements for implementing quality management system
at the Central Public Health Laboratories

RIALAG6/1244

Ana Camila Teixeira de CAMPOQOS", Silvania Vaz de Melo MATTOS?

"Endereco para correspondéncia: Geréncia Geral de Laboratérios de Saude Publica — ANVISA — Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — SIA trecho 05, Area Especial 57, Bloco D, 1 andar — Brasilia, DF -

CEP 71205050, tel (61) 3462-5474 e-mail: camila.campos@anvisa.gov.br

'Geréncia Geral de Laboratérios de Sadde Publica, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA)

*Secretaria Executiva da Farmacopeia Brasileira, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

Recebido: 18.09.2009 — Aceito para publicagdo: 30.112009

RESUMO

Os laboratorios centrais de satide publica - LACEN formam a Rede Nacional de Laboratérios de Vigilancia
Sanitdria, os quais subsidiam as a¢des de investigagdo, monitoramento e controle de agravos a saude da
populacdo, por meio da realizagao de andlises fiscais. Para isso é de extrema importincia a implantacao
do sistema de gestdo da qualidade nesses laboratdrios, agdo que tem sido implementada em conjunto
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - Anvisa. Foi realizada pela equipe da Anvisa a avaliacao
de vinte e sete LACEN, das cinco regides do pais, em relac¢do ao sistema de gestdo da qualidade, por meio
de check list referente a estrutura laboratorial, recursos humanos capacitados e estdgio de implantacao
do sistema de gestdo da qualidade. O objetivo da investigacdo foi a obten¢do de um panorama geral dos
LACEN. Verificou-se que apesar de os laboratérios estarem em diferentes graus de desenvolvimento em
relacdo ao sistema de gestdo da qualidade, de maneira geral essas unidades possuem recursos humanos
tecnicamente capacitados, assim como equipamentos qualificados. No entanto, hd necessidade de realizar
a incorpora¢do mais efetiva da politica da qualidade e superar alguns entraves administrativos para a
melhoria do sistema.

Palavras-chave. Servicos laboratoriais de satide publica. Gestdo da Qualidade. Sistema de Vigilancia
Sanitaria. Laboratério Oficial.

ABSTRACT

The central laboratories of public health - LACEN make up a laboratory network for health monitoring,
supporting the investigation actions, monitoring and controlling the diseases of the population by
performing the fiscal analyses. Therefore, it is extremely important the implementation of the quality
management system in these laboratories, and this action has been implemented in a joint work with
Anvisa. The evaluation of twenty seven LACEN, at five regions of the country, was conducted by the
teamwork of Anvisa, by a checklist application stated by the following items: laboratory infrastructure,
human resources training and qualification, and quality management system status. The objective was to
get an overview of LACEN. It was found that although the laboratories are in different stages of quality
management system implementation, they have trained and skilled staff, and qualified equipments.
Nevertheless, they need to incorporate a quality policy more effective and overcome some administrative
barriers for improving the system.

Key-words. Public health laboratory services. Quality Management. Health surveillance system . Official
Lab.
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INTRODUCAO

Uma rede de laboratérios de satide publica
adequada e efetiva é de importancia fundamental
para a vigilancia sanitdria, por subsidiar a¢oes de
investigacao, monitoramento e controle de agravos a
satde da populacdo’.

Os Laboratérios Centrais de Satide Publica -
LACEN, integrantes da estrutura organizacional do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitdria — SNVS, sao
laboratdrios de referéncia estaduais, vinculados as
Secretarias de Estado da Saide do Sistema Unico de
Satide — SUS".

Os LACEN produzem conhecimentos
relevantes para a saude coletiva, desenvolvem
pesquisas aplicadas, promovem e divulgam trabalhos
cientificos, colaboram na elabora¢ao de normas
técnicas, padronizam métodos diagndsticos e
analiticos e organizam cursos de formacao técnica,
de aperfeicoamento e estigios de aprimoramento, em
nivel nacional e internacional.

Além disso, possuem como missao estratégica
a emissdao de diagnostico laboratorial preciso e
oportuno referente as analises fiscais de dgua,
alimentos, medicamentos, cosméticos, saneantes e
dgua para didlise, dentre outros produtos de relevincia
para a saide publica.

O processo de implantagdo de um sistema de
gestao da qualidade nos LACEN faz parte da tendéncia
mundial de obtenc¢ao de laboratérios oficiais confidveis
e de alto padrao de competéncia e qualidade.

A fiscalizagao sanitdria apdia-se no laboratério
oficial, instrumento fundamental para a avaliacdo da
conformidade dos produtos em relagdo as normas
vigentes, por meio de andlises fiscais e exige que o
laboratério seja dgil e esteja estruturado para atender
ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico em seu
campo de a¢ao.

Dentro desta perspectiva, o Ministério da
Sadde e a Anvisa instituiram o incentivo destinado aos
LACEN - FINLACEN, por meio da Portaria 3271/077,
que trata do repasse de recursos destinados aos
Laboratérios de Satide Publica da Rede Nacional de
Laboratdrios de Vigilancia Sanitéria, dentro do Bloco
de Financiamento de Vigilancia em Saude, para a
implementagao de melhorias na estrutura e a execugao
de a¢des de vigilancia sanitaria’. Os critérios utilizados
para esse repasse sao baseados na classificagdo por
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porte, de acordo com a populacio e extensdo territorial
de cada estado e do Distrito Federal e pelo estagio atual
da pratica do sistema da qualidade e capacidade técnica e
operacional instalada’.

Assim, 0s 27 estados e o distrito federal se agrupam
dentre os cinco portes (I, IT, 1T, IV e V) e os quatro niveis
de complexidade preconizados (A, B, C e D), os quais sdo
estabelecidos conforme o cumprimento aos requisitos de
bioseguranca, a capacitagao do pessoal técnico e ao estigio
atual do sistema da qualidade praticado em cada LACEN,
denominados como Estdgio 1,2,3 e 4.

A implementa¢do do sistema de gestdao da
qualidade nos LACEN ¢ de extrema importancia, uma
vez que possibilita a rastreabilidade dos processos
administrativos e analiticos, subsidiando a obtencao de
resultados com maior confiabilidade.

Este estudo tem por objetivo analisar alguns
requisitos do processo de implementacao do sistema de
gestao da qualidade nos LACEN e tracar um panorama
geral da situacdao encontrada em relagao aos itens
selecionados, considerados mais impactantes para o
seu desenvolvimento. A andlise situacional permitird o
conhecimento dos pontos fortes e das caréncias da rede
de laboratérios oficiais do pais. A partir dai poderdo ser
definidos objetivos e metas para a criacio de uma rede
coordenada e integrada.

A avaliacdo da capacidade técnico-operacional dos
laboratdrios oficiais, além de ser relevante para a obtengao
de uma visao macroscépica mais atualizada da situagao
dos LACEN no pais*, colabora para o planejamento e
fornece subsidios para o seu aprimoramento e consequente
melhoria das agoes da vigilancia sanitaria.

A Lei n° 9.782, de 26 de janeiro de 1999°,
define o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, cria
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e dd outras
providéncias.

De acordo com o Art. 7° da referida Lei, compete
a Agéncia:

“Coordenar as agoes de vigilancia sanitdria realizadas por
todos os laboratdrios que compoem a rede oficial de laboratérios
de controle de qualidade em saiide; monitorar e auditar os
laboratérios oficiais de controle de qualidade; coordenar e
executar o controle da qualidade de bens e produtos ou de
programas especiais de monitoramento da qualidade em satide;
fomentar o desenvolvimento de recursos humanos para o sistema
e a cooperagdo técnico-cientifica nacional e internacional, dentre
outras.”
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No Regimento da ANVISA, o Art. 50° estabelece as
atribui¢oes da Geréncia-Geral de Laboratérios de Satide
Publica — GGLAS, dentre outras:

“I - propor a politica nacional de gestdo de qualidade
para os laboratérios que prestem servigos de andlise em produtos
sujeitos a agdo de Visa;

III - planejar, propor, organizar, promover, participar e
realizar encontros e cursos de interesse cientifico e tecnoldgico da
drea, com enfoque na implementagdo de controle de qualidade
analitica de servigos de laboratério;

VI - planejar, propor, organizar, promover, participar
e realizar programas de adequagdo de laboratdrios considerados
estratégicos para execugdo das atividades de Visa;

VII - coordenar, supervisionar e acompanhar, em nivel
nacional, as atividades laboratoriais de controle de qualidade dos
produtos sujeitos ao regime de Visa.”

O laboratério de satde ptblica tem como func¢do
basica promover atividades voltadas para o controle
sanitdrio e epidemioldgico de uma populagao. No
cumprimento de suas fun¢des, ele atende a demanda
analitica de produtos afetos a vigilancia sanitdria como
alimentos, medicamentos, dgua para didlise, cosméticos,
servigos de satide, saneantes’ e produtos para a saude,
como, por exemplo, os diversos materiais de apoio ou
artigos descartdveis utilizados em satde. Além disso,
executa os ensaios para elucida¢do de surtos de infeccoes
e para detectar falsificacdo de produtos.

O direcionamento e a consolida¢do dessa
complexa estrutura laboratorial constituem um dos
elementos criticos do SUS®.

Em rela¢ao aos recursos humanos, o quadro
verificado em grande parte dos laboratdrios centrais de
saude publica expoe as fragilidades devido a perda de
pessoal preparado e experiente para a iniciativa privada,
em decorréncia de baixos saldrios e auséncia de incentivos’
para o crescimento e a valorizagao profissional.

Os principais aspectos de planejamento de um
laboratério englobam seguranga do pessoal, protecao da
amostra, precisao dos resultados, eficiéncia no fluxo do
trabalho, assim como a prote¢ao do ambiente e dos riscos
decorrentes das atividades realizadas em seu interior’.

Outro aspecto importante e previsto na legislagao
que deve ser observado nos laboratérios que realizam
analises de produtos é o gerenciamento dos residuos de
servicos de satde - RSS, tendo em mente nio sé a saude
do trabalhador (RDC ANVISA 306/04), mas também a
protecao do ambiente (Resolugao CONAMA 358/05),

que dispdem sobre o gerenciamento interno e externo,
respectivamente, dos RSS.

E importante utilizar procedimentos padronizados,
condizentes com as boas praticas de laboratério, para
garantir a confiabilidade dos resultados e a integridade
das pessoas, instalagoes e equipamentos'’. Nesse sentido,
a implantacdo de sistema de gestdo da qualidade nos
laboratdérios de satide publica colabora na melhoria
continua dos processos realizados, englobando tanto
aspectos gerenciais como técnicos dos ensaios.

De acordo com a NBR ISO/IEC 9000:2000",
entende-se por qualidade o grau em que um conjunto
de caracteristicas inerentes satisfaz aos requisitos
estabelecidos.

Dentre os documentos normativos para Sistemas
de Gestdo da Qualidade - SGQ -utilizados por laboratérios
de calibragao e de ensaios, pode-se citar a norma ISO/IEC
17025:2005 e os principios de Boas Préticas de Laboratério
(BPL) da OECD™.

As Boas Praticas de Laboratério (BPL) cons-
tituem um Sistema da qualidade referente a organiza¢ao
e as condi¢des sob as quais os estudos em laboratério
e no campo sao planejados, realizados, monitorados,
registrados, relatados e arquivados'. Aplica-se prin-
cipalmente a laboratérios que realizam anélises para fins
de registro de medicamentos, saneantes, agrotoxicos,
entre outros.

Ja a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005" trata dos
requisitos gerais para a competéncia dos laboratérios
de ensaio e calibragao e aplica-se a todos os tipos de
laboratoérios.

O Sistema de Gestao da Qualidade referenciado
na ABNT ISO/IEC 170125:2005 contempla os seguintes
itens: controle de documentos e registros, analises criticas,
compras e contratacdao de servigos, atendimento ao
cliente, controle de trabalho nao - conforme, auditoria
interna, pessoal, acomodacdes e condi¢oes ambientais,
métodos de andlise e valida¢ao de métodos, equipamentos,
rastreabilidade de medi¢dao, manuseio de amostras,
gestdo da qualidade de resultados e apresentacdo dos
resultados.

Na implanta¢ao de sistemas de gerenciamento
da qualidade, normalmente os principais entraves
encontrados estdo relacionados a compreensdo de
sua finalidade e as melhorias geradas pelo sistema®.
Principalmente quando os processos implicam em
mudangas significativas de comportamento ou conduta,
as dificuldades iniciais sao consideraveis.
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A implantac¢ao do sistema de gestao da qualidade
exige planejamento, gerenciamento adequado de todos os
processos e muito esfor¢o e dedicac¢ao por parte de toda a
equipe do laboratério. Porém, inimeras sao as vantagens
adquiridas®.

Um sistema de gestao da qualidade apropriado
propiciard meios para a confirmagao de que o trabalho
foi realizado por pessoal competente, utilizando-se de
instalagdes e equipamentos adequados para a realizagao
das andlises, conforme os procedimentos estabelecidos
e de maneira controlada para garantir que os resultados
sejam confidveis, rastredveis e de acordo com os fins
propostos'c.

Nesse sentido, considerando a relevancia para
0 SNVS que ¢ se constituir por uma rede laboratorial
moderna e operando de acordo com os padrdes atuais, a
missao regimental da Anvisa de monitorar e coordenar
as agoes de controle da qualidade de produtos e servigos
e anecessidade de conhecer e acompanhar a implantagao
do FINLACEN em cada estado, foi feito este estudo,
visando a fornecer subsidios para o planejamento desse
setor.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas visitas aos vinte e sete LACEN,
sendo sete na regido Norte, nove da regido Nordeste,
quatro da regiao Centro-Oeste, quatro da regiao Sudeste
e trés da regiao Sul, entre os meses de marco e junho de
2008, por equipe técnica da ANVISA (Brasilia), composta
por doze servidores, atuando em duplas, na avaliacdo de
cada laboratdrio, priorizando os setores de analises de
produtos e servigos sujeitos a vigilancia sanitaria.

Os laboratérios foram avaliados em relagao a
estrutura, compreendendo a drea fisica em relacao a
instalagdo dos equipamentos, a capacitagdo dos recursos
humanos e ao estigio de implantag¢do do sistema de gestao
da qualidade.

A avaliagao foi realizada com base em um roteiro
(check list) previamente elaborado, contemplando
requisitos gerenciais e técnicos da norma ISO/IEC
17025:2005", como também alguns itens de bioseguranca
e da Portaria 3271/2007 do FINLACEN?®.

As avaliagoes foram feitas em dois ou trés dias de
visita, onde também foram levantadas quais sao as anélises
realizadas pelos LACEN. De acordo com as anélises
realizadas, posteriormente poder-se-ia propor testes de
andlises especificas de acordo com as demandas
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A partir da avalia¢do in loco, as equipes técnicas
elaboraram um relatério para cada LACEN, fundamentado
nas informagdes coletadas e registradas no formulario e
também nas anotag¢des pessoais, que constituiram a base
de dados e informagoes deste artigo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura Laboratorial

Com relagao a estrutura fisica dos LACEN, a
maioria apresenta drea fisica adequada as atividades
propostas. Aqueles que necessitavam de alguma adequagao,
em geral jd haviam encaminhado projeto com previsao
de reforma referente a melhoria da estrutura que se
encontrava em desacordo.

Observou-se, em alguns LACEN, a proximidade
geografica com os 6rgaos de Vigilancias Sanitarias locais,
o que favorece o fluxo de amostras e a comunicacao,
colaborando para agilizar os planos de acdo e processos
de trabalho.

A maioria dos LACEN apresentava bons equipa-
mentos, estando a maioria em uso e em bom estado
de conservagao e em funcionamento. No entanto,
principalmente na regiao Norte, foram observados alguns
laboratérios com caréncia de equipamentos relevantes as
andlises laboratoriais de produtos.

Em relagdao aos equipamentos existentes, tendo
como base uma extensa lista de itens, neste estudo foram
pontuados apenas aqueles considerados mais relevantes
para a drea de atua¢ao dos LACEN, segundo dois aspec-
tos: avaliacdo da potencialidade de suas acoes, por
refletirem a amplitude de possibilidades de atuacao e um
investimento mais substancial, como cromatdgrafo gasoso
(CG), cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
e espectrofotdmetro de absor¢ao atomica de chama
(EEA - chama); e pelo carater bdsico e estruturante, que
representa uma dgua prépria e adequada as atividades
laboratoriais (purificador de dgua).

O cromatégrafo gasoso possibilita analisar uma
série de grupos diferentes de substancias presentes como
ingredientes, contaminantes ou adulterantes nos produtos
sob controle e doze LACEN informaram possuir este tipo
de equipamento, sendo que cinco deles t¢ém mais de um
aparelho.

Ja& os cromatégrafos liquidos (CLAE) oferecem
maior diversidade de andlises, possibilitando ao laboratério
amplas condi¢des para determinar, com relativa facilidade,
a concentragao de grupamentos semelhantes e impurezas
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presentes nas amostras pesquisadas. Por suas caracteristicas
e versatilidade tem sido uma tendéncia a sua utilizagao
cada vez mais frequente nas diversas dreas de interesse
da vigilancia sanitdria.

Pelo menos sete LACEN possuem mais de um
cromatdgrafo liquido, sendo que dois deles ja contam
com dez aparelhos em suas andlises de rotina. Destes, cada
um informou possuir dez tipos de detectores diferentes.
Isto pode representar a diversificagao e modernizagao das
técnicas utilizadas nestes laboratérios. Mas, considerando
a populagao e desenvolvimento de cada estado, seria
interessante contar com outros centros com tamanha
diversificacao, para ampliar suas potencialidades e nao
polarizar as demandas emergentes em apenas dois
laboratérios. Os detectores de ultravioleta-visivel, que
sdo 0s mais comuns nestas andlises, estdo presentes em
todos os LACEN.

Quanto aos espectrofotdmetros de absor¢do
atdmica, aparelhos especificos para a andlise de metais,
os modelos acoplados com detector por chama estdao
presentes em onze LACEN. Nove deles possuem também
a modalidade de leitura por gerador de hidretos, para
tipos especificos de elementos como o arsénio, antimonio
e selénio, e sete possuem o forno de grafite. Este tltimo,
geralmente possibilita a leitura de elementos com limites
de detec¢do bem mais baixos que com chama, sendo
excelente aliado na pesquisa de contaminag¢des por tragos
metdlicos, seja em dgua, alimentos e outras aplicagoes de
interesse.

Mesmo os LACEN classificados como de nivel A
pelo FINLACEN, que é o primeiro estdgio na implantacao
do sistema de gestdao da qualidade, como os de AM, ES, SE
e TO, estao relativamente bem equipados, pois também
utilizam modernos métodos, como os cromatogréficos ou
os espectrofotométricos de absor¢ao atdmica.

Observa-se, portanto, que a classificagao utilizada
pela Portaria n° 3271, de 27 de dezembro de 2007,
nao reflete o grau de instrumentagao e estrutura do
laboratério. Assim, um LACEN é considerado de Nivel
A, principalmente por apresentar apenas os requisitos
do Estagio 1 da implanta¢ao do sistema de gestdao da
qualidade. Significa que ainda contemplam os requisitos
bésicos que a norma estabelece e que, todavia necessitam
implantar varios procedimentos para que o sistema de
gestdo da qualidade esteja efetivamente implantado. Sao
laboratérios que ja fizeram investimentos importantes
na diversificagdo de ensaios e de tecnologia, para o
atendimento as necessidades da vigilancia de produtos, que

é a sua atividade finalistica, mas a forma como estabelecem
os procedimentos internos, objetivando maior seguranca
dos resultados, nao acompanhou o mesmo ritmo.

Considerando o equipamento para purificar a
dgua utilizada no laboratério e garantir o fornecimento
de dgua ultra-pura, observou-se que ainda faltam
investimentos para esta finalidade. Oito LACEN ainda nao
possuem um aparelho especifico, o que pode significar que
faltam recursos ou conscientizagao para este ponto critico
das analises, sob o risco de comprometer o resultado dos
ensaios. Em geral, este equipamento exige um investimento
relativamente alto, que implica em custos periddicos com
manuteng¢ao, e muitas vezes os dirigentes nao sao sensiveis
a este tipo de demanda.

Observou-se também que os LACEN da regido
Sudeste possuem um numero mais expressivo de
equipamentos, comparando com as regides Centro-Oeste,
Nordeste, Norte e Sul onde o nimero é mais restrito.
Talvez, por se tratar de centros mais populosos e receberem
mais demandas, normalmente vivenciam maior pressao
para atender as necessidades locais, aliado ao acesso mais
facilitado as informagdes e aos recursos.

E importante salientar que nem sempre a
inexisténcia de equipamento especifico significa
precariedade do laboratério, uma vez que hd algumas
regides que ndo possuem demanda para a realizacdo
de certas andlises, justificando assim a auséncia do
aparelho.

Em rela¢do aos servigos de aquisi¢dao e de
calibracao de equipamentos foi evidenciada maior
dificuldade na utilizacao desse tipo de servi¢o na regiao
Norte, devido a escassez regional e das dificuldades na
aquisicao de servicos e insumos, por conta da burocracia
no processo de compras, que na maioria das vezes envolve
licitagao.

A burocracia no processo de compras é, inclusive,
um item frequentemente apontado pelos LACEN de todo
o0 pais, como responsavel pela morosidade na aquisi¢ao
de equipamentos e reagentes, que envolve na maioria das
vezes o governo estadual para o repasse de verbas.

Observou-se, por exemplo, um laboratério do
Centro-Oeste, que nao realiza servico de aquisi¢ao de
insumos e reagentes diretamente, sendo necessario o
envio da solicitagdo para a sub-secretaria de Vigilancia a
Satide, que pertence a Secretaria de Satide do Estado, que
se encarregara da licitacao.

Foram identificados, inclusive, em alguns labora-
térios, equipamentos em 6timo estado de conservacio,
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porém sem utilizacao, por falta de reagentes ou de
amostras, os quais poderiam estar ativos e atendendo as
demandas das vigilancias locais.

Recursos Humanos

Com relacdo aos recursos humanos dos
laboratérios centrais de satide publica foram calculados
os percentuais de funciondrios que atuam nas areas
relacionadas a produtos, bioseguranga e qualidade, de
acordo com a escolaridade (especializagdo, mestrado,
doutorado) e por regido do pais, conforme mostra a
Figura 1:
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Figura 1. Capacitacao de recursos humanos

Em relacio a realizacao de especializagdo, os
maiores percentuais foram observados nas regides
Nordeste, Centro-Oeste e Norte, enquanto que profissionais
com mestrado e doutorado sdo mais frequentes nas
regioes Sul e Sudeste. Esse resultado é compativel com
a diversidade de cursos de p6s-graduagao oferecidos no
pais, que é bem mais ampla nessas regides. Mas mesmo
nas regioes Sul e Sudeste, os percentuais de profissionais
com doutorado ¢é relativamente pequeno.

Observou-se que a maioria dos LACEN
apresentava pessoal capacitado, equipe comprometida,
com conhecimentos técnicos e envolvimento com a
implementacdo do sistema de gestdo da qualidade.

No entanto, os resultados sugerem que, embora
a maioria dos funciondrios dos LACEN jd tenha passado
por algum tipo de treinamento referente a implementagao
do sistema de gestao da qualidade, os cursos oferecidos
sdo curtos ou mesmo superficiais, deixando marcas
de inseguran¢a na implantacao dos conhecimentos
adquiridos. Observa-se certa imaturidade na compreensao
dos diversos requisitos a serem atendidos e de como
operacionaliza-los.
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Hé também sete laboratérios (26%) cuja dire¢ao
nao foi capacitada na interpreta¢do da norma da qualidade
especifica, o que dificulta no envolvimento de toda a
equipe e na implantacao da politica da qualidade. Apenas
dezenove deles informaram que haviam sido capacitados
e um ndo respondeu este item.

Observou-se em alguns laboratérios da regiao
Norte que, apesar da maior caréncia de recursos humanos
capacitados, o pessoal, em geral, encontrava-se bastante
motivado e organizado, promovendo inclusive atividades
de integrac¢ao entre os funcionarios.

No entanto, constatou-se ainda, em alguns
laboratoérios, caréncia de pessoal, devido a evasdo do
emprego publico frente aos baixos saldrios nessa drea, o
qual acaba optando pela iniciativa privada, com saldrios
mais atrativos. Além disso, alguns funciondarios estao em
processo de aposentadoria, apontando a necessidade de
realizacao de mais concursos publicos nessa drea.

Em relagdo aos cursos de capacitagdo observou-se
que a maioria dos funciondrios dos LACEN tem acesso
facilitado, devido as exigéncias de legislacdes em vigor
do setor de satde, a pritica comum de capacitagao pelas
esferas superiores e pelos estados e ao apoio da Anvisa na
disponibiliza¢ao periddica de cursos.

Sistema de Gestao da Qualidade

Panorama geral dos LACEN em relagdo ao estdgio de
implantagdo do sistema de gestio da qualidade e dos itens
de bioseguranca conforme classificacio FINLACEN.

Foram considerados os quatro estagios de implan-
tacdo do sistema de gestdo da qualidade e os itens de
bioseguranga separadamente, conforme classificagao do
FINLACEN.

Em relagdo aos laboratérios classificados no
Estagio 1, pela Portaria No. 3271 de 27 de dezembro
de 2007, onze LACEN (41%) atendem a menos de 75%
dos itens relacionados nesse estagio, sendo que trés deles
nao chegam a cumprir os 50% dos requisitos para o
atendimento. Em geral, estes laboratérios localizam-se
nas regides Norte e Nordeste. Os itens que oferecem maior
dificuldade de atendimento estao relacionados a nomeagao
de substitutos para o pessoal-chave de nivel gerencial e
detalhamento nas informagdes contidas nos relatérios de
andlise critica. Sao dificuldades que, para serem superadas,
dependem mais diretamente de seus dirigentes.

No Estagio 2 estabelecido pela Portaria No. 3271,
de 27 de dezembro de 2007, apenas cinco LACEN (18,5%)
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cumprem menos de 50% dos itens. Aqueles itens menos
atendidos pelos laboratorios referem-se a procedimentos
para a aquisi¢ao de insumos, especificagdes e verificagdo
no recebimento, e de manuseio geral dos registros técnicos
e da qualidade: identifica¢do, indexagdo, disposicao etc.

Apenas nove LACEN atendem a 50% ou mais
dos requisitos do Estagio 3. Os itens responsaveis pelas
maiores dificuldades referem-se a procedimentos escritos e
registros da verificagdo de equipamentos no recebimento,
preparo de reagentes, armazenamento de insumos e
andlise critica dos resultados dos ensaios, bem como o
registro das condi¢des ambientais em que as andlises
foram realizadas.

Com relagao ao Estagio 4 do FINLACEN observa-
se grande desigualdade no pais e onde se verifica maior
dificuldade no atendimento aos requisitos. Alguns
laboratérios jd apresentam um sistema da qualidade
implantado e em fase de pequenos ajustes ou melhoria
continua, ao passo que varios ndo conseguiram avangar
nesses quesitos. Este Estagio refere-se aos programas de
manutenc¢ao preventiva e calibracdo de equipamentos,
bem como as auditorias internas e andlise critica.

Dezessete LACEN (63%) ndo atendem ou
atendem precariamente aos requisitos do Estdgio 4.
Encontram-se nesse grupo representantes de todas
as regides do pais, embora estes estejam presentes
também na minoria que ja implantou o sistema da
qualidade. Observa-se que os itens exigidos requerem
mais especificamente investimentos na contrata¢ao
de empresas especializadas em calibracio e um corpo
técnico bastante treinado, com conhecimento sélido e
experiéncia na sistematica da gestao da qualidade.

Como ponto comum entre os LACEN mais
desenvolvidos na implanta¢do do sistema da qualidade
observa-se o papel fundamental do envolvimento da
dire¢do. Aquelas que compreenderam a importancia
e vislumbraram esta meta como primordial para o
fortalecimento e crescimento do laboratdrio conseguiram
avancar e estimular o corpo técnico a se tornar pro-ativo
na busca pela qualidade. Em geral, também, conseguiram
garantir a continuidade de suas atividades pelos governos
dos respectivos estados da uniao.

Quanto aos itens de biosegurancga, o nao
cumprimento se deve mais frequentemente a precariedade
na rotulagem e sinaliza¢ao de seguranca para a presenga de
reagentes quimicos, caréncia de capacitagao em primeiros
socorros e utilizacao de EPIs, separagdao adequada e
procedimentos escritos para o manuseio de material

perigoso. Os percentuais de atendimento aos requisitos
relacionados a bioseguranca sao mais homogéneos entre
os laboratérios, e refletem maior difusao do conhecimento
nesta drea, embora cerca de 20% dos LACEN ainda
apresentem menos de 50% do total de itens contemplados
ou os atendem com restrigao.

Observou-se que os LACEN apresentam
desigualdades em relacdo ao estdgio de implantacio
do sistema de gestao da qualidade, podendo encontrar
alguns mais avancados, com o sistema de gestao da
qualidade funcionando plenamente e atendendo
a praticamente todos os requisitos, e outros ainda
excipientes, trilhando os primeiros passos. Apesar de
todos ja terem iniciado o processo de implantagdo e se
encontrarem motivados para progredir, oito LACEN
(30%) ainda nao estabeleceram um programa de
implantacao do sistema da qualidade.

Constatou-se que alguns LACEN conseguiram
a contratac¢ao de um servico de consultoria referente ao
sistema de gestdao da qualidade, o que tem proporcionado
maior éxito na implementac¢ao desse sistema de gestao.

Panorama dos Lacen em relagdo a implantagao de alguns
itens do sistema de gestdo da qualidade referentes aos
requisitos da Norma ISO IEC 17025/2005

Com relacdo ao sistema de gestao da qualidade
foram selecionados alguns itens para serem pontuados
nesse artigo, referentes aos requisitos da Norma ISO IEC
17025/2005, indicados a seguir:

- Elaboragao de manual da qualidade documentado;

- Lista mestra de documentos do Sistema de Gestao da
Qualidade;

- Procedimento documentado e aprovado para elaboracao
e controle de documentos do Sistema de Gestao da
Qualidade (POP do POP); e

- Flaboragao de programa anual de auditorias internas e
da analise critica pela geréncia, e registro das atividades
pertinentes.

As Figuras 2, 3, 4 e 5 apresentam o resultado da
compilagao destes dados:

Em relagao ao Manual da Qualidade, observou-
se que 100% dos laboratérios da regido Centro-Oeste
possuem o Manual, enquanto as regides Sudeste e Sul
possuem alguns laboratérios onde o Manual encontra-
se em elaboracdo, e as regides Norte e Nordeste
ainda possuem laboratérios que nao atendem a esse
requisito.
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Figura 2. Manual da Qualidade

Em relagao a Lista Mestra observou-se que
todos os laboratérios das regides Centro-Oeste e Sul ja
implementaram esse requisito. A regido Sudeste possui
também alguns laboratérios em processo de elaboragao da
lista mestra e as regides Norte e Nordeste ainda possuem
laboratérios que ndo atendem a esse requisito ou que o
atendem com restrigdo.
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Figura 3. Lista Mestra

Em relagao ao “POP do POP” observou-se que
esse procedimento estd implementado em todos os
laboratérios das regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Ja na
regido Norte, alguns laboratérios se encontram em fase de
elaboragao e na regiao Nordeste alguns laboratérios ainda
nao possuem esse procedimento.
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Figura 4. Pop do Pop
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Em relagao a auditoria interna e analise critica
observou-se que, embora sejam requisitos mais avan¢ados
na implementag¢do do sistema de gestao da qualidade, a
maioria das regides apresenta alguns laboratérios que
preenchem esse requisito. A regiao Sudeste é a regiao que
possui mais laboratdrios que atendem a esse requisito,
enquanto a regido Sul ndo apresenta nenhum. Ja nas
regioes Norte e Centro-Oeste, a maioria dos laboratdrios
ainda ndo possui programas anuais de auditoria interna,
nem de andlise critica. Na regiao Nordeste observa-se
laboratérios que comegam a elaborar esse requisito.

M Emelaboracgdo M Sim [ N&o [ Atende com restricoes

80%
70% ]
60%
50%
40% B
30% —— -

20% —— N F
10% :I-| I L
0%

Sudeste Sul

Norte Nordeste Centro-Oeste

Figura 5. Auditoria Interna e Analise Critica

Com relagio a discussao sobre a forma de obten¢ao
dos dados deste estudo é importante ponderar que a forma
na qual foi realizada, por meio de relatérios elaborados por
duplas, nem sempre coincidentes, durante a realizagao das
visitas técnicas, embora utilizando um roteiro Gnico a ser
seguido, pode ter causado certa dificuldade na comparacao
dos laboratérios, principalmente nas avalia¢cdes mais
subjetivas e qualitativas.

Observou-se também preenchimento incompleto
de algumas planilhas e necessidade de adequagdo das
mesmas, para um melhor desempenho na compila¢ao
dos dados.

Cabe salientar ainda, que foram pontuados apenas
alguns dos aspectos levantados na visita técnica, havendo
outros também relevantes, que foram constatados
nos LACEN. No entanto, esse artigo restringiu-se aos
requisitos mais impactantes para a implantagao do sistema
de gestao da qualidade nos LACEN.

Houve dificuldade também, na compilagao geral
dos dados referentes a capacitaciao de recursos humanos,
pelo fato de ndo ter havido homogeneidade na aquisi¢ao
dos dados, uma vez que alguns LACEN pontuaram
todos os funciondrios do laboratdrio, e outros apenas os
envolvidos com as andlises laboratoriais.
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Observou-se que, em geral, hd uma expectativa
muito grande, por parte dos laboratorios, referente a
cooperacao da Anvisa, em relagdo a implementac¢io do
sistema de gestao da qualidade nos LACEN.

Alguns laboratérios apresentam maior interesse
em enfrentar os obstaculos e programar melhorias, mesmo
com 0s recursos escassos. Porém, vale ressaltar que a
maioria dos entrevistados demonstrou estar consciente
da importincia de uma rede de laboratérios oficiais
com o Sistema de Gestdo da Qualidade implantado,
possibilitando capacitacao técnica e laboratorial adequadas
para a garantia da confiabilidade analitica.

CONCLUSAO

Conforme avaliagao dos aspectos analisados nos
LACEN referentes a implantagdo do sistema de gestao
da qualidade observou-se que ha uma disparidade em
relacao a regionalidade dos mesmos. Foi observado que os
LACEN das regioes Norte e Nordeste encontram maiores
dificuldades no processo de implanta¢do do sistema de
gestao da qualidade que os da regidao Centro-Oeste, Sul e
Sudeste, devido aos fatores geograficos, a caréncia de oferta
de servicos de calibracio, aos entraves administrativos e
ao acesso as informagoes.

Constatou-se que, embora os LACEN das diversas
regioes apresentem diferentes graus de implementa¢io
em rela¢ao ao sistema de gestdo da qualidade, todos
ja iniciaram o processo, embora alguns com maiores
dificuldades que outros, e caminham rumo aos beneficios
que a implantacdo desse sistema de gestdo gera nos
laboratérios.

Pode-se ressaltar a importancia da sensibiliza¢ao
da dire¢do do laboratério referente a politica da qualidade
para a efetiva implantacao do sistema de gestdo. Foi
evidenciado que nos sete laboratérios cuja direcao nao
havia sido capacitada na interpretacdo da norma da
qualidade especifica, houve dificuldade no envolvimento
de toda a equipe e na implanta¢do do sistema de gestao
da qualidade.

Em relagdo aos requisitos gerenciais, a maioria dos
LACEN atende apenas os itens mais bdsicos, como Manual
da Qualidade, POP do POP e Lista Mestra, enquanto sao
poucos os laboratérios que jd implantaram os requisitos
mais avang¢ados do sistema de gestdao, como o plano de
auditoria interna e a andlise critica.

Com relagdo aos equipamentos, é importante criar
um mecanismo para agilizar e facilitar a contratacao de

servicos de calibracdo de equipamentos, principalmente
para atender as regides onde ha maior caréncia desse
servigo.

E importante ressaltar que nem sempre a difi-
culdade de realizacao da analise tem como causa a auséncia
de equipamentos, uma vez que foram evidenciados em
muitos laboratérios equipamentos adequados, porém
fora de uso por falta de mao-de-obra qualificada e/ou dos
reagentes requeridos.

Observou-se também grande dificuldade e
burocracia por conta do repasse de verbas dos Estados para
os LACEN, o que representa outro entrave no processo
de implantacdo do sistema de gestao da qualidade e de
melhorias e operacionalidade para o laboratério.

E necessario, além de investimentos financeiros
para aquisi¢cao de equipamentos, insumos e treinamentos,
a desburocratiza¢ao do processo de compra nos LACEN
e uma politica efetiva de contratagao, capacitagao e
valorizacio de recursos humanos, para que a rede nacional
de laboratdrios de satde publica seja efetiva no controle
dos produtos sujeitos a vigildncia sanitaria e na produgao
de laudos analiticos confidveis.

Como pontos positivos, ressaltam-se o comprome-
timento dos funcionérios dos LACEN, imbuidos, em sua
maioria, na missdo de implantar melhorias em suas
atividades, sejam técnicas ou relativas ao sistema de gestao
da qualidade; e por outro lado, o apoio da Anvisa na
promocao de cursos de capacitagao e do FINLACEN, que
vem para incentivar investimentos na implementagao do
sistema da qualidade e manuten¢ao das atividades.

Nesse sentido destaca-se o papel relevante da
Anvisa no acompanhamento e direcionamento da
aplicacao de recursos aos LACEN, visando ao planejamento
e otimizacao dos recursos para o fortalecimento da
rede laboratorial do pais, para atendimento a crescente
demanda analitica decorrente das a¢oes de vigilancia
sanitdria.
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RESUMO

Os anfibios apresentam dois tipos de glandulas cutineas: as mucosas e as granulosas. As secrecdes produzidas nas
suas glandulas de sua pele apresentam componentes quimicos diversos que tém sido estudados com relagdo as suas
atividades biologicas, com efeito anestésico, alucindgeno e até antimicrobiano. Devido a diversidade de espécies no Brasil
e ainda poucos estudos dessa natureza, o presente estudo objetivou investigar a atividade antimicrobiana do veneno das
glandulas parotdides do sapo Rhinella icterica, procedentes do Distrito de Rubido Junior, Botucatu, estado de Sdo Paulo.
Foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes do veneno sobre coldnias de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, bem como o tempo necessdrio para a agdo antimicrobiana. Observou-se que o veneno extraido apresentou
atividade antimicrobiana leve para as duas bactérias estudadas, porém com maior a¢do para S. aureus. O veneno agiu
somente em concentragdes maiores de 50 mg/mL, com maior eficiéncia na concentracao de 100 mg/mL, em tempo igual
ou superior a 30 minutos para S. aureus e a partir de 15 minutos para E. coli. Estes dados poderdo servir de base para
estudos futuros envolvendo o isolamento das substancias do veneno que apresentaram atividade antimicrobiana e as
concentragdes minimas necessarias para a referida agao.

Palavras-chave. Amphibia, Anura, a¢do antimicrobiana, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Rhinella icterica.

ABSTRACT

Amphibians exhibit two types of cutaneous glands: mucous and granular. The secretion produced in their skin glands
exhibit several chemical components. These substances have been studied regardingbiological activity, showing aenesthetic,
hallucinogen and antimicrobial effects, among others. Due to the diversity of Brazilian species, and considered that only
few studies assessed this issue, the present study aim to investigate the antimicrobial activity of the poison produced
by the parotoid macroglands of the toad Rhinella icterica originated from Rubido Junior, Botucatu, Sdo Paulo state. We
assessed the effect of different poison concentrations on Escherichia coli e Staphylococcus aureus cultures, as well as the
time required for antimicrobial action to perform. R. icterica poison presented weak antimicrobial activity for both
bacteria considered, with a stronger effect on S. aureus. The poison acts in concentrations higher than 50 mg/mL, with
a larger effectiveness at 100mg/mL. Time required for action was equal or superior than 30 minutes for S. aureus and
superior than 15 minutes to E. coli. These data may support future studies involving the isolation of the substances
confering antimicrobial activity to the poison of R. icterica, as well as the minimum concentrations required for the
refered action.

Key words. Amphibian, Anura, antimicrobial activity, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Rhinella icterica.
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INTRODUCAO

Os anfibios sao divididos em trés ordens: Anura,
representada pelos sapos, ras e pererecas; Caudata,
salamandras e tritdes; e Gymnophiona, as cobras-cegas'.
As trés ordens caracterizam-se pela presenca de dois
tipos de glandulas cutineas: glandulas mucosas e as
glandulas granulosas. As glandulas mucosas produzem
muco, o qual controla o pH, o grau de umidade na pele,
atua na termoregulac¢do, respiracao cutinea e na defesa.
Jé as glandulas granulosas (também chamadas de serosas
ou venenosas) produzem secrecdes toxicas, repelentes
para vdrias espécies de vertebrados, e protegem contra a
proliferagdao de micro-organismos na superficie do corpo,
sendo um dos primeiros elementos de defesa dos anfibios?.
O veneno produzido pelas glandulas granulosas é bem
diversificado quanto aos seus componentes quimicos?,
incluindo aminas biogénicas, esterdides, alcaldides
e peptideos, com diferentes atividades bioldgicas:
colinomimética, simpatomimética, anestésica, hemolitica,
miotoéxica, neurotdxica e antibidtica**.

Osanfibios sao ricos em moléculas antimicrobianas,
particularmente peptidios®. Em algumas espécies, essas
moléculas estao no muco que recobre o tegumento dos
anfibios, como é o exemplo de um potente antibiético
que foi isolado da pele de Xenopus laevis, e que talvez
tenha aplica¢oes médicas®. Em Lithobates palustris foram
encontrados 22 peptideos com atividade antimicrobiana’.
No sapo asidtico Bufo gargarizans foi purificado e
caracterizado um peptidio antimicrobiano presente em
seu estdmago, o qual mostrou forte atividade contra uma
ampla variedade de micro-organismos incluindo bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos’. Em Rhinella
arenarum foi registrada atividade antimicrobiana de
lecitinas construtoras da lactose da pele, que mostraram
forte atividade bacteriostdtica contra bactérias Gram-
negativas (E. coli e Proteus morganii) e Gram-positivas
(Enterococcus fecalis), concluindo que as lecitinas podem
suprir uma defesa eficaz contra a invasdo de micrébios
nesses sapos®.

Em anos recentes, o uso indiscriminado e sem
controle médico de antibiéticos fez com que cepas de
bactérias resistentes a estas drogas fossem selecionadas’.
Por isso, tornou-se necessaria a descoberta constante de
novos agentes fungicidas e bactericidas mais eficazes, que
podem ter utilidade clinica’. Considerando a diversidade
da fauna de anuros do Brasil e os poucos trabalhos
dessa natureza, o presente estudo objetivou testar a
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a¢do antimicrobiana do veneno de sapos da espécie
Rhinella icterica em colonias de bactérias Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, bem como verificar o tempo
minimo para a referida a¢do e a concentragao na qual o
veneno apresenta maxima atividade antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos animais

Foram coletados nove exemplares machos da
espécie Rhinela icterica, no més de julho de 2007, no
Distrito de Rubido Junior, municipio de Botucatu (SP).
Os exemplares foram transferidos para o Laboratério
de Zoologia da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, Botucatu, e mantidos em terrarios para
posterior extragdao de veneno, que foi realizada na manha
seguinte.

Extragao, processamento e armazenamento do veneno

Cada uma das glandulas parotéides de cada
exemplar sofreu compressao manual. O veneno projetado
foi recolhido sobre um vidro transparente e plano
posicionado diante da glandula. O veneno total foi
recolhido do vidro por raspagem e imediatamente
liofilizado conforme descrito por Nadaleto e colaboradores
(2001)*°. Apés liofizado, o veneno colhido (total de 2,793g)
foi mantido em freezer a -70°C. Para utilizagao nos ensaios,
o veneno foi descongelado e imediatamente macerado até
transformar-se em po.

Pesquisa da atividade antibacteriana

Os micro-organismos Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) utilizados
nesse estudo foram obtidos no Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Botucatu.
Técnica 1: As bactérias (Escherichia coli - ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus - ATCC 25923) foram semeadas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco) e incubadas
a 37°C/16-18 horas. Ap6s esse periodo, as concentragoes
dessas bactérias foram ajustadas a escala 0,5 de McFarland
(1,5 x 10® UFC). Concentra¢oes de 5 mg/mL, 25 mg/
mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL do veneno foram diluidas
diretamente nessas culturas. Apds os tempos 15, 30 e 60
minutos de contato, foram realizadas dilui¢des seriadas
decimais. 100 pl dessas dilui¢des foram espraiados na
superficie do agar Plate Count Agar (PCA, Difco), com
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o0 auxilio de uma alca em L, e as placa foram incubadas
a 37°C por 24 horas. Ap6s periodo de incubagdo, pode
ser verificada a diminui¢ao do ndmero de bactérias nas
placas analisadas.

Houve o controle da esterilidade do veneno pela
sua semeadura em PCA, para a observa¢do do possivel
crescimento de contaminantes. Como controle positivos,
as bactérias foram semeadas no mesmo dgar, mas sem o
contato prévio com o veneno.

Técnica 2: O veneno foi espraiado com o auxilio de
uma al¢ca em L diretamente sobre placas de Petri, nas
concentragdes de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/
mL, 100 mg/mL. Apds a absor¢ao do veneno pelo agar,
100 pl das bactérias, na concentracao de 1,5 x 10* UFC,
foram espraiadas na superficie e incubadas a 37°C/24h. Foi
realizada contagem das colonias ap6s 25 horas, 26 horas e
27 horas da estriagem. Ap6s periodo de incubagao, pode
ser verificada a diminui¢do do nimero de bactérias nas
placas analisadas.

Técnica 3: Essa técnica é uma modificagdo da técnica de
antibiograma. Cada bactéria, na concentra¢ao de 1,5x 10®
UFC, foi espraiada com o auxilio de uma al¢a em L, na
superficie do 4gar PCA . Em cada placa, foram perfurados
cinco pog¢os nos quais foram aplicados diferentes
dilui¢des do veneno, nas concentragdes de 5 mg/mlL,
10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, diluidos
em agua tamponada esterilizada. Para a confecgao dos
pocos, utilizou-se uma seringa para a aspira¢ao do meio,
deixando um orificio redondo na placa. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C por 24 horas, ao fim das quais
verificou-se a presenca de halo de inibigao do crescimento
bacteriano ao redor dos pogos.

Avaliagao do efeito antibacteriano

Nao foi possivel realizar a contagem das UFC.
Portanto, realizamos uma avalia¢ao qualitativa  doefeito
do veneno sobre a proliferacdao bacteriana. Observamos
4 niveis de inibicao: (-) nenhuma inibi¢ao; (+) pouca
inibi¢ao; (++) média inibicao; (+++) maxima inibigao.

RESULTADOS

A técnica 1 apresentou resultados satisfatérios,
pois possibilitou a andlise do fator tempo de exposicdo
ao veneno e concentra¢dao do veneno na atividade
antimicrobiana. Os resultados da relacao entre o tempo
e o efeito antimicrobiano estdo sumarizados na Tabela

1. Os resultados da relacdo entre concentracao e efeito
antimicrobiano estao sumarizados na Tabela 2.

No experimento, utilizando Escherichia coli,
o numero de UFC diminuiu conforme aumentava
a concentragao de veneno de Rhinella icterica. Na
concentragao de 100 mg/mL, houve forte inibigao
bacteriana. Por outro lado, com 5 mg/mL, houve uma
minima inibi¢do. Quanto ao tempo, utilizando-se a
concentra¢ao de 100 mg/mL, houve inibi¢ao a partir dos
15 minutos (0-15). Contudo, nao houve diferengas no
grau de inibi¢ao entre 15 minutos e os demais tempos de
exposicao (30 e 60 minutos).

Em relacdo a Staphylococcus aureus, o ntimero
de UFCs diminuiu conforme aumentava a concentragao
de veneno. Na concentracao de 100 mg/mL, o veneno
apresentou maior atividade em relagdo as demais
concentragdes utilizadas. Observou-se variagdao quanto
ao tempo de a¢do, pois a concentragao de 100 mg/mL nao
apresentou efeito inibitdrio em 15 minutos (0-15 minutos)
e sim em 30 (15-30) minutos, que se manteve constante
com 60 minutos.

Para uma mesma concentra¢do e tempo de
exposi¢do, o veneno de Rhinella icterica mostrou agao
antimicrobiana mais eficaz em Staphylococcus aureus do
que em Escherichia coli, em qualquer dos tratamentos
utilizados.

Tabela 1. Efeito do veneno em relacdo ao tempo

Tempo (minutos) 0 15 30 60
E. coli - ++ ++ +++
S. aureus - - ++ +++

Legenda: (-) Nenhuma inibicao; (+) pouca inibicao; (++) média inibicao;
(+++) maxima inibicao.

Tabela 2. Efeito do veneno em relacdo a concentracao

Concentragao 5 25 50 100
(mg/mL)

E. coli + ++ +r A
S. aureus + ++ o T

Legenda: (-) Nenhuma inibicao; (+) pouca inibicao; (++) média inibicao;
(+++) maxima inibicao.

Na técnica 2, o veneno nao inibiu o crescimento
das duas espécies de bactérias em nenhum dos tratamentos
aplicados, tanto com relacdo aos diferentes tempos (30
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min as 3h) e concentra¢des. Portanto, o método nao
foi eficiente para discriminar os efeitos dos diferentes
tratamentos sobre o desenvolvimento das bactérias.

Em relag¢ao ao terceiro método, o veneno nao
inibiu o crescimento das bactérias em nenhum dos
tratamentos aplicados. Uma vez que nao foram observados
halos ao redor dos pogos, é provavel que o veneno nao
tenha conseguido dispersar-se dentro das pogas, deste
modo, nao inibindo o crescimento das bactérias.

Figura 1. Fotos ilustrando diferentes concentracdes do veneno e diferentes tempos de
atividade antibacteriana: a) Placa de Escherichia coli em 30 minutos na concentracao de
5 mg/mL; b) Placa de Escherichia coli em 60 minutos na concentracdo de 5 mg/mL; c)
Placa de Staphylococcus aureus em 30 minutos na concentragéo de 5 mg/mL; d) Placa de
Staphylococcus aureus em 30 minutos na concentracao de 100 mg/mL.

DISCUSSAO

O veneno bruto de Rhinella icterica apresentou
acao antimicrobiana em concentragdes maiores de 50
mg/mL para as duas bactérias e em tempo igual ou
superior a 30 minutos (15 e 30 minutos) para S. aureus
e igual ou superior a 15 minutos (0 e 15 minutos) para
E. coli. Os dados obtidos neste trabalho estao de acordo
com a observacao de que as secrecdes da pele e/ou das
macroglandulas de sapos e de outros anfibios apresentam
atividades antimicrobianas. As moléculas que apresentam
tal caracteristica estdo presentes na pele, glandulas mucosas,
glandulas de veneno e no tecido estomacal e tém sido isoladas
e estudadas em algumas espécies de anuros dos géneros
Xenopus, Bombina, Phyllomedusa, Lithobates e Rhinella>".

Com relagdo ao veneno de Rhinella, Rieira e
colaboradores® demonstraram atividade antimicrobiana
de lecitinas construtoras da lactose da pele de Rhinella
arenarum, mostrando inibicao de Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Proteus morganii. Foi demonstrada
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atividade antibidtica de dois bufadienolideos da pele de
Rhinella rubescens sobre bactérias S. aureus e E. coli''. Esses
autores verificaram que S. aureus é menos suscetivel do
que E. coli a esses compostos, em 0oposi¢dao ao presente
trabalho. E possivel que a atividade antibi6tica observada
na secrecao bruta do veneno de Rhinella icterica esteja
relacionada a presenca desses compostos, tendo em vista
o alto grau de conservagdo de componentes do veneno
entre espécies do género Rhinella'. A pele de sapos
Rhinella apresenta uma grande diversidade de compostos
bioativos, representando importante fonte de novos
farmacos. Tempone e colaboradores® demonstraram
que dois bufadienolideos denominados telocinobufagina
e helebrigenina, isolados de Rhinella jimi, apresentam
potente atividade anti-Leishmania e anti-T. cruzi.

Em nossos ensaios, a maior suscetibilidade de
Staphylococcus aureus em relagdo a Escherichia coli ao
veneno de R. icterica pode estar relacionada ao fato de
a primeira ser uma bactéria Gram-positiva enquanto a
segunda é Gram-negativa. Essa efetividade diferencial
entre os dois tipos de bactérias estd descrita para uma série
de antibidticos, como lincomicina e eritromicina, estando
associada a diferencas na estrutura da parede celular e
RNA ribossomal entre esses dois grupos'*.

O presente trabalho demonstrou que o veneno do
sapo Rhinella icterica possui a¢ao antimicrobiana sobre
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e que essa agao
¢ depende da concentragao e do tempo de exposi¢ao ao
veneno. Estes dados poderdo servir de base para estudos
futuros envolvendo o isolamento das substancias do
veneno com atividade antimicrobiana e a determinacao
de concentra¢des minimas necessarias para a referida acao.
Estudos dessa natureza sdo fundamentais para busca de
novos farmacos, os quais podem se tornar importantes
armas no combate a doengas causadas por bactérias e
outros micro-organismos.
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RESUMO

O presente estudo avaliou os aspectos epidemioldgicos, clinicos, diagndsticos e terapéuticos do cancer
de mama em homens, cuja ocorréncia é rara e poucos relatos sao disponiveis na literatura. Foi realizada
a pesquisa de artigos cientificos publicados sobre esse tematico por meio de consultas a bases de dados
como BIREME - Biblioteca Virtual em Satde que possibilita acesso a Lilacs (Literatura Latino-Americana
e do Caribe em Ciéncias da Saude) e a base de dados PUBMED (Biblioteca Nacional de Medicina dos
Estados Unidos). O cancer de mama representa menos de 1% de todos os cdnceres em homens, contudo
a ocorréncia dessa neoplasia tende a aumentar em funcio da ma qualidade de vida e pela dificuldade
em efetuar diagnostico precoce. A incidéncia aumentou significativamente de 0,86 a 1,06 por 100.000
homens ao longo dos ultimos 26 anos; as taxas mais altas ocorrem na América do Norte e na Europa e
taxas mais baixas na Asia. E sabido que os homens com cancer de mama tém as piores taxas de sobrevida
global em relagdo as mulheres, mas esta ¢ provavelmente pela maior idade no momento do diagndstico,
que corresponde a fase mais avancada de apresentacdo da doenca, bem com as maiores taxas de morte por
comorbidade de doengas. A prevencio e o diagndstico precisos sao as melhores estratégias para melhorar
a qualidade de vida e sobrevivéncia do paciente com essa neoplasia.

Palavras-chave. cAncer de mama masculino, neoplasia da mama, incidéncia em homens, diagndstico.

ABSTRACT

This study evaluated the epidemiological, clinical, diagnostic and treatment aspects of breast cancer in
men, which is rarely frequent and few investigations are reported in the literature. We looked over the
scientific publications in databases such as BIREME - Virtual Health Library that allows the access to the
Lilacs (Latin-American and Caribbean Health Sciences Literature), and also to the database PUBMED
(National Library of Medicine U.S.). The breast cancer represents less than 1% of all cancers in males,
nevertheless the occurrence of this cancer tends to increase due to poor quality of life and difficulty in
performing an early diagnosis. Its incidence significantly increased from 0.86 to 1.06 per 100,000 men
over the past 26 years. The highest rates are found in North America and Europe and the lowest rates in
Asia. It is known that men have overall the worst rates of survival when compared to women, probably
due to the breast cancer diagnosis in men being done when they are older, just at time of much more
advanced disease stage, and also owing to the death rates by co-morbid diseases. The accurate diagnosis
and prevention are the best strategies to make an improvement upon life quality and survival of patient
with this malignancy.

Key words. males breast cancer, breast cancer, incidence in men, diagnosis.
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INTRODUCAO

O cancer de mama masculino ¢ uma doenga rara
que representa menos de 1% de todos os canceres em
homens e sua incidéncia estd aumentando em homens
mais jovens'?*!. A Sociedade Americana de Cancer
estimou no ano de 2004 que 1.450 homens seriam
diagnosticados com cancer de mama nos Estados Unidos
e 470 homens morreriam desta doenga. Em 2005, um
numero estimado de 1.690 novos casos de cancer de mama
masculino foram diagnosticados nos Estados Unidos e
460 homens morreriam em consequéncia do cancer®.
A incidéncia de cancer de mama masculino aumentou
significativamente de 0,86 a 1,06 por 100.000 homens
ao longo dos ultimos 26 anos®. A variagao mundial
do cancer de mama tanto masculino como feminino,
apresenta-se com taxas mais altas na América do Norte
e na Europa e taxas mais baixas na Asia. Embora a
literatura epidemioldgica sobre cancer de mama feminino
é extensa, pouco é relatado sobre a etiologia da neoplasia
masculina. Esta diferenca é principalmente devido a baixa
incidéncia desta neoplasia em homens?. A média de idade
no momento do diagndstico para os homens com cancro
da mama é de 67 anos, sendo 5 anos acima que a idade
média no momento do diagndstico para as mulheres, no
entanto, tem sido relatado pacientes do sexo masculino
com idade entre 5 a 93 anos de idade. A incidéncia em
homens aumenta conforme a idade avanga, escalando
com firmeza até que seja atingido um patamar de cerca
de 80 anos’.

Os principais fatores de risco identificados sdo os
antecedentes familiares; insuficiéncia hepdtica por causas
diversas (incluindo alcoolismo e doenc¢as endémicas);
tratamentos hormonais prolongados; tumores de
testiculo; orquite; traumas testiculares; tumores de
prostata; obesidade; alteracdes de cariétipo (Sindrome de
Klinefelter); assim como a presenca de ginecomastia. Esta
ultima, apesar de ndo ser considerada isoladamente um
fator de risco para o cincer de mama em homens, apresenta
frequente associa¢gao com o mesmo®. Mutagdes no gene
BRCAL1 estao associadas a alguns casos, mas a ligacao entre
mutagdes no gene BRCA2 e cancer de mama masculino
¢é mais forte>”®. A maioria dos subtipos histologicos que
sao observados em mulheres também esta presente em
homens, exceto o tipo lobular que é muito raro. Tumores
de mama masculinos tém maior probabilidade de
manifestar receptores de estrogénio e progesterona’. Um
estudo caso-controle realizou uma comparacdo de base

populacional, de 99 casos masculinos, caracterizado por
mutagdes no gene BRCA1 e no gene BRCA2, com 261
homens como controles, todos residentes em Toscana,
Itélia. Todos casos e controles foram genotipados para
o alelo BRCA2 N372H. Para avaliar o genétipo de risco
especifico do BRCA2 N372H variante, os homens que
apresentavam mutacdes BRCA1/2 foram excluidos das
andlises. Embora baseasse em uma série relativamente
pequena, o estudo sugeriu que o genétipo homozigoto
BRCA2 HH pode ser positivamente associado com um
risco aumentado da neoplasia em homens com idade
inferior a 60 anos de idade’. Existe uma associa¢do entre
mutagoes no gene BRCA2 e cAncer de mama masculino,
especialmente naqueles com uma histdria familiar. A alta
prevaléncia de mutagdes BRCA2 entre os homens deve
ser considerada uma estimativa de risco para parentes do
sexo feminino'®!.

Os homens com sindrome de Klinefelter tendem
a ter niveis aumentados de gonadotrofinas, mas os baixos
niveis de androsterona e niveis normais a ligeiramente
baixos de estrdgenos, resultam em uma alta taxa de
estrégeno / andrégeno. A média de idade dos pacientes
com cancer de mama com sindrome de Klinefelter é
de 58 anos de idade, que é um pouco menor do que a
idade média de aparecimento do cincer, na auséncia da
sindrome. Estima-se que 3% a 4% dos casos de cancer
de mama foram relatados ter sindrome de Klinefelter.
Quando comparada com a frequéncia do transtorno
na populagdo geral, parece que o cancer de mama pode
ser pelo menos 20 vezes mais comum em homens com
a sindrome, em compara¢dao com homens sem esta
condigao?.

Condic¢des que sao associadas com o aumento
de niveis de estrogénio como a cirrose hepdtica e a
administra¢ao exdgena de estrégeno tém sido implicados
como fatores causais. Além disso, devido a deficiéncia
androgénica testicular, doencas como caxumba, lesao
testicular, foram associadas & ocorréncia de cancer de
mama em homens. A exposi¢do ocupacional ao calor e
a radiagao electromagnética, que podem causar danos
testiculares é também postulada’?.

Conforme estudo sobre as diferengas étnicas e
raciais para sobrevivéncia desse tipo de cincer existe uma
diferenca significativa por etnia. As taxas de sobrevivéncia
de 5 anos foram 66% para brancos, 57% negros, e 75%
para os homens de outra etnia. Negros apresentaram a
doenga mais avangada. Brancos e negros tinham piores
taxas de sobrevivéncia em comparagdo com os homens de
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outra etnia'’. Houve uma associa¢ao da ra¢a negra do sexo
masculino com o aumento da mortalidade especifica para
o cancer de mama'. Em outra pesquisa o objetivo da andlise
retrospectiva foi comparar as caracteristicas e os resultados
dos pacientes masculinos e femininos com céncer de
mama. Os resultados sugeriram a presenca de diferencas
na biologia, patologia, apresentacao, etnia e sobrevivéncia
entre pacientes. Em pacientes com receptores hormonais
positivos, no ciAncer de mama masculino a sobrevida foi
inferior apesar do tratamento hormonal semelhante entre
homens e mulheres®.

O quadro clinico, na maioria das vezes, inicia-se
de forma insidiosa, com espessamento do tecido glandular
mamadrio normalmente na regiao retroareolar, retragao
na pele, presenca de nédulo sélido, secre¢ao papilar
frequentemente sanguinolenta e, em etapa posterior,
tlcera®. Os sintomas mais comuns apresentados em
doentes com a neoplasia sdo um ndédulo indolor sub-
areolar, mamilo retracdo e sangramento do mamilo.
Carcinoma ductal in situ compreende aproximadamente
10% dos canceres de mama em homens. Os mais comuns
sdo o crescimento dos padrdes papilares e cribiforme,
e a maioria destes tumores sao de baixa qualidade.
Carcinoma lobular in situ é muito raro, porque o homem
nao tem terminal de lébulos na mama, mas tem sido
relatada uma associa¢ao com carcinoma lobular invasivo.
Para carcinomas invasivos, os intervalos dos subtipos
histoldgicos de cancer de mama feminino e masculino sao
semelhantes, mas as relativas distribuicdes diferem. Dados
de mais de 2.000 pacientes do sexo masculino mostram
que 93,7% dos carcinomas da mama masculina sao do tipo
ductais ou nao classificado; 2,6 % sdo papilar; 1,8 % sdao
mucinoso, e apenas 1,5 % sao lobular. Esta distribui¢ao
contrasta com o observado no sexo feminino em que quase
12% sao tipo carcinoma lobular®.

METODOLOGIA

A busca por artigos cientificos foi realizada nas
seguintes bases de dados: BIREME - Biblioteca Virtual
em Saude, que possibilita acesso a Lilacs (Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e
PUBMED (servi¢o da Biblioteca Nacional de Medicina
dos Estados Unidos). Utilizou-se como restri¢ao para
inclusdo: artigos publicados nos ultimos cinco anos,
idiomas inglés, portugués e espanhol e pesquisas em
humanos.
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DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnoéstico do cancer de mama masculino
ocorre mais tarde se comparado ao feminino, com idade
de 60 anos sendo que nas mulheres é detectado em média
10 anos antes. Esse atraso no diagnoéstico leva a detec¢ao
de casos avangados da doenca por desconhecimento
do problema pelo paciente e, muitas vezes, pelo
médico®*!*171% Devido ao tumor estar proximo a pele
e a musculatura, justifica-se uma menor frequéncia de
casos de estdgios iniciais, 0 que por sua vez, leva a um
maior achado de invasdes de estruturas vizinhas ao 6rgao
e acometimento linfonodal a distancia. Atualmente,
com conhecimentos maiores da patologia, a dura¢io
dos sintomas anteriores ao diagndstico vem decaindo,
chegando entre 1 a 8 meses, o que anteriormente chegava
até 21 meses®. Houve um aumento do diagndstico clinico
do cincer de mama em homens, nos dltimos anos, pelo
fato da maior preocupacio da drea médica em difundir a
real incidéncia da doenca no sexo masculino. Ainda que
em comparagdo com a neoplasia feminina, ocorre um
percentual de incidéncia menor, com a razio homem/
mulher aproximadamente 1:1.000 pessoas'.

O diagnéstico diferencial com a ginecomastia
deve ser levado em consideragao, pois estd associado com
12% a 40% dos casos de cancer de mama masculino>'72!.
Outras doenc¢as como abscesso subareolar, ectasia ductal,
papiloma intraductal, necrose gordurosa (trauma),
tumor filodes, lipoma, melanoma, linfoma, tuberculose
mamadria, sarcomas da parede tordcica e metastases para
a mama, também devem ser analisadas no diagndstico
diferencial®.

A mamografia é de grande importancia, mas
apresenta o uso limitado pelas dificuldades técnicas e
também pela condi¢dao anatomica da mama masculina,
sendo que para pacientes obesos e com ginecomastia
é de grande utilidade>'**?!. Os principais achados da
mamografia sao presenca de massa bem definida, excéntrica
com margens espiculadas com menor frequéncia de mi
crocalcificagdes>'®'2%2! Estes achados diferenciam-se da
ginecomastia que apresenta drea triangular ou circular
com posicionamento simétrico na regiao retroareolar'®?'.
Como complemento do diagnéstico a ultra-sonografia se
torna ttil e pode revelar envolvimento nodal>'.

Para confirmac¢ao do diagndstico a bidpsia com
comprovacao histopatolégica é o método de escolha'.
A pungao aspirativa por agulha fina (PAAF) ou a core-
bidpsia sdo os procedimentos realizados, a core permite
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o conhecimento do estadiamento do tumor através
do tamanho (estado T) e a presenca ou auséncia de
metastiza¢ao nos linfonodos axilares (estado N) (17, 21).
Esses indicadores fornecem um prognéstico ao paciente,
asobrevida de cinco anos apresenta-se para paciente com
77% de linfonodos negativos contra 37,5% de linfonodos
positivos. Ja em relacdo ao tamanho, casos acima de 5 cm
indicam progndstico ruim*..

A imunoistoquimica é uma ferramenta auxiliar
na avaliagdo preditiva a resposta ao tamoxifeno quando
hé presenca de receptores estrogénicos e progestogénicos.
Esses receptores estdo mais presentes em homens do que
em mulheres com a porcentagem de 83%, sendo que no
sexo masculino essa porcentagem é de 86% e no feminino
de 76%'%*.

A presenga de receptores hormonais no tecido
tumoral permite a dosagem dos mesmos, assim serve
como fator progndstico para a doen¢a de mama em
mulheres; sendo sua dosagem praticamente parte da rotina
do laudo anatomopatolégico, ou que, pelo menos, deve ser
solicitada em todos os casos de neoplasia de mama. Devido
a presenca de receptores na neoplasia masculina é vilida a
dosagem, pois pode orientar e indicar a complementa¢ao
terapéutica considerando que os tumores masculinos sao
receptores positivos®.

Para o cancer de mama em homens preconiza-
se 0 mesmo tratamento estabelecido para as mulheres,
0s quais sdo tratamento cirurgico, apds o uso ou
nao de radioterapia, quimioterapia e principalmente
hormonioterapia®. Embora a doenca é fundamentalmente
semelhante nos dois sexos e o tratamento do cancer de
mama em homens é semelhante ao do sexo feminino,
¢é considerada pobre sobrevida em pacientes do sexo
masculino em comparagao ao feminino® .

O tratamento cirurgico proposto é a mastectomia
radical modificada, sua escolha se baseia nos seguintes
fatos: escassez de parénquima mamadrio; a localizacdo do
tumor muitas vezes é na regiao retroareolar da mama;
quase sempre sao diagnosticados como lesoes palpaveis
e, portanto a rela¢ao volume tumoral e volume mamario
ndo permitiriam o tratamento conservador®. Ha indica¢ao
da linfadenectomia axilar obrigatéria nos casos de
mastectomia radical modificada, devido as altas taxas de
metdstase axilar>'20,

A radioterapia para homens ap6s a mastectomia é
mais indicada a estes do que para as mulheres, isso se deve
a elas apresentarem mais susceptibilidade de envolvimento
dos mamilos e pele. Porém a radioterapia nao parece ser

eficaz nos casos de recidivas da neoplasia, mas estudos
mostraram que a mesma pode ter um potencial benéfico
na sobrevida do paciente’.

Pacientes com comprometimento linfonodal
axilar, a quimioterapia estd indicada. Os esquemas com
antraciclinas (adriblastina) é indicado para pacientes
jovens com linfonodos axilares comprometidos e também
pacientes linfonodos negativos, mas de alto risco de
recorréncia'’®. Embora ndo existam ensaios clinicos ou
dados definitivos sobre o papel e a eficicia da quimioterapia
adjuvante, vérios estudos mostraram um beneficio na
sobrevida e prevengao da recorréncia. Um grande estudo
envolvendo 24 pacientes linfonodos positivos tratados
com ciclofosfamida, 5-flourouracil e metotrexato mostrou
cinco anos de sobrevida com 80% de eficicia num tempo de
46 meses. Em uma anélise retrospectiva da terapéutica do
cancer de mama masculino, foi observado que a sobrevida
média dos pacientes submetidos a cirurgia era de 33
meses. No entanto, para aqueles pacientes que receberam
terapia adjuvante adicional sob a forma de radioterapia,
hormonioterapia e quimioterapia, isoladamente ou em
combinagdo, a sobrevida média subiu para 86 meses.
Terapia adjuvante foi mais eficaz em grandes dimensdes,
linfonodos positivos e tumores pouco diferenciados'?.
Com altas taxas de positividade para receptores hormonais
de estrogénio e progesterona, 81% e 74% respectivamente,
a terapia hormonal é eficaz como terapia adjuvante bem
como nos casos de metastase'>%.

No tratamento sistémico a quimioterapia e
hormonioterapia sdo considerados tratamento de pri-
meira e segunda linha respectivamente para a metdstase
da doenga. O protocolo quimioterdpico envolve taxanos
(docetaxel e paclitaxel), vinorelbina, gencitabina e capeci-
tabina, esses firmacos sao utilizados em regimes de mono
ou poliquimioterapia, de acordo com a evolugao da doen-
¢a e as taxas de resposta clinica e tumoral'. Nos casos de
doenca metastdtica, primeiramente inicia-se o tratamento
hormonal com tamoxifeno, se ocorrer insucesso pela nao
presenca de receptores hormonais, substitui-se por qui-
mioterapia®. Conforme estudos em relagao a toxicidade
do tamoxifeno verificou-se que homens tinham alguma
dificuldade em tolerar esse firmaco e alguns efeitos cola-
terais como trombose venosa, diminui¢ao da libido, im-
poténcia e alteracoes de humor. Porém, mostrou eficicia
de aproximadamente 50% de resposta a neoplasia, sendo
considerado a melhor abordagem de primeira linha®.

Estudos sobre a utilizagdao de anticorpos mo-
noclonais (herceptin) em pacientes que expressam
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ou amplificam o oncogene Her2-neu e também
a utilizacdo de terapia hormonal com inibidores
e ativadores da aromatase estio em andamento'®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anatomicamente, a mama masculina é semelhante
a um atraso de uma mama feminina. E constituida
principalmente por tecido adiposo e fibroso, sem muitos
elementos lobulares. Redugao dos niveis de andrégenos em
homens mais velhos pode resultar em alguns, prolifera¢ao
ductal na mama. Devido a raridade do cancer de mama
no sexo masculino, a etiologia desta doenga nao é bem
descrita, mas alguns fatores de risco sao semelhantes aos
observados para o sexo feminino, por exemplo, histéria
familiar, radiagao ionizante é um conhecido fator de risco
para cancer de mama feminina. Entre os sobreviventes
da bomba atémica no Japdo, por exemplo, a incidéncia
de cincer de mama feminina aumenta linearmente
com a dose e com a idade de exposi¢ao®. Esse tipo de
cancer pode ser resultado de um desequilibrio anormal
entre estrogenos e andrégenos. O risco é aumentado em
pacientes com hérnia inguinal congénita, orquiectomia,
orquite, lesdo testicular, infertilidade e sindrome de
Klinefelter®.

A maioria (99%) do sexo masculino apresenta
lesoes benignas da mama. Portanto, é particularmente
importante que os radiologistas sejam capazes de
distinguir lesoes suspeitas que necessitem de bidpsia?’.

A incidéncia varia muito entre os paises. Esse tipo
de cancer representa 1,2% dos recém-diagnosticados nos
Estados Unidos e cerca de 1% de todos os canceres de
mama na Europa. No entanto, a incidéncia é muito maior
na Africa sub-saariana, com 15% de todos os canceres
mamadrios, essa porcentagem relativamente alta é atribuida
a possiveis hiperestrogenismo como um resultado de
dano hepdtico de endemias infecciosas. Em um estudo
realizado na Coreia a incidéncia foi de 0,38%, e tem sido
relatada como 0,4 - 0,6% de todos os canceres de mama. E
bastante baixo e comparével ao de paises ocidentais, apesar
da elevada prevaléncia de infec¢ao pelo virus da hepatite
B nos homens (5,1%), segundo Inquérito Nacional de
Satide e Nutri¢do na Coreia em 1998. No Japao a neoplasia
representou 0,49% do total de casos durante 1975 - 1997
em Osaka. Jd na Asia a incidéncia é menor que no Ocidente
devido a fatores bioldgicos e / ou ambientais®.

Em geral, os homens com a neoplasia t¢ém uma
maior dura¢do dos sintomas do que as mulheres, e o

480

subsequente atraso no diagnéstico contribui para estagios
avancados. O tamanho do tumor e o envolvimento
de linfonodo axilar sdo os mais importantes fatores
progndsticos para o sexo masculino e feminino no cincer.
Quando pareados em idade e estigio, os homens e as
mulheres tém semelhantes prognésticos. E sabido que
os homens tém as piores taxas de sobrevida global em
relacdao as mulheres, mas esta é provavelmente devido a
maior idade no momento do diagndstico, mais avan¢ada
fase de apresentagdo, e maiores taxas de morte por doenga
comorbido, mas ndo devido a biologia da doenga®?.

Oitenta e cinco a 91% das neoplasias de mama
masculina sao receptores-estrogeno positivos e respondem
a terapia com tamoxifeno, embora a vantagem de
sobrevivéncia nestes, ndo é tao evidente como no sexo
feminino. Receptor-andrégeno também é expresso
em um numero significativo (39 a 80%) nos tumores.
Hiperprolactinemia é também um importante fator de
risco. Pelo menos, um terco de uma série consecutiva
de pacientes com cancer de mama masculino teve
elevaciao dos niveis séricos de prolactina, que é também
correlacionado com o tamanho do tumor primadrio.
Tratamentos associados a elevag¢ao de prolactinas também
sao significativamente associados ao aumento do risco. Em
um estudo retrospectivo, um em cada trés homens com
cancer de mama tinham receptores-prolactina detectaveis
em seus tumores™.

Devido a baixa frequéncia de cdncer de mama
masculino, a experiéncia de oncologistas ou mesmo
centros académicos é limitado. Do mesmo modo, grande
parte das informacdes relativas a histéria natural e gestao
da neoplasia foi obtida de estudos com pequeno nimero
de pacientes ou por extrapolacdo a partir de estudos e
experiéncias com o cincer da mama feminina. Varios
comentdrios recentes sobre o cancer de mama masculino
tém sumarizado a epidemiologia, clinica, patologia,
genética, marcadores moleculares, e os tratamentos. Estes
comentdrios salientam que embora existam semelhancas
entre os sexos femininos e masculinos, existem também
distintas diferengas®.
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RESUMO

As informagdes contidas nos rétulos dos protetores solares sao fundamentais para a eficicia, seguranca e para o controle
da qualidade desses produtos. O presente estudo teve como objetivos verificar se as informagdes contidas nos rétulos
dos protetores solares estdo de acordo com as normas vigente e avaliar se elas orientam adequadamente o consumidor
quanto a escolha e uso do produto para a efetiva protegdo. Utilizando como instrumento de coleta de dados o roteiro de
inspecao, elaborado e empregado pelo Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saide para andlise de rétulos
desses produtos, foram verificadas as informagdes imprescindiveis e por meio de uma analise critica, consideradas se
as mesmas eram suficientemente explicitas e adequadas. O estudo demonstrou que 76% dos produtos analisados nao
cumpriam os requisitos técnicos estabelecidos pelas normas, deixando de apresentar informagdes importantes relativas
a fabricacdo, modo e restrigdes de uso, frases de adverténcias, indicacdes especificas do produto e cuidados a serem
observados quando de sua utilizagdo. Os dizeres contidos nos rétulos nao eram suficientes e nem adequados para orientar
o consumidor de modo a obter a prote¢ao solar necessdria. Os rétulos dos protetores solares necessitam com urgéncia
de uma revisdo criteriosa. A omissdo dos requisitos técnicos estabelecidos, além de constituir infracio sanitdria, acarreta
prejuizo para as agoes correspondentes de vigilancia.

Palavras-chave. protetor solar, rétulo, Vigilancia Sanitdria, Brasil.

ABSTRACT

The information on the labels of solar protection are key to the effectiveness, safety and the quality control of these
products. This study aimed to verify whether the information on the labels of solar protectors are in line with current
standards and whether they adequately guide the consumer to choose and use the product for the effective protection.
Using as an instrument to collect data from the inspection tour, developed and employed by the National Institute for
Control of Quality in Health for analysis of labeling of these products have been verified and the information needed
through a critical analysis, as if they were sufficiently explicit and appropriate. The study showed that 76% of the products
tested failed to meet the technical requirements set by the rules, leaving to present important information regarding the
manufacture, method of use and restrictions, warnings of phrases, specific indications of the product and care to be
observed when using it. The words contained in the labels were not sufficient and not adequate to guide the consumer
to obtain the necessary sun protection. Labels for sun protection an urgent need for a careful review. The omission of
technical requirements established, as well as building health violation, causes damage to the corresponding shares of
surveillance.

Key words. sunscreen, label, health surveillance, Brazil.
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INTRODUCAO

O céancer mais frequente no Brasil é o de pele,
considerado atualmente um grave problema de saide
publica. Corresponde a 25% de todos os tumores
diagnosticados, sendo responsavel por importantes
sequelas decorrentes de intervengdes cirdrgicas, que
geralmente levam a mutilacdes, e até mesmo a morte,
quando nado detectados precocemente. Estimativas
do Instituto Nacional do Cancer (INCA) prevéem
aproximadamente 120 mil novos casos por ano'.

O Brasil é um dos paises mais ensolarados do
mundo, com grande area intertropical. O Sol emite
energia na forma de radiagdo eletromagnética de vérios
comprimentos de onda, sendo as mais nocivas aquelas
na faixa do ultravioleta (200 a 400nm). Esta regido estd
conceitualmente dividida em trés faixas:

Ultravioleta C (UV-C): de 200 a 290nm
Ultravioleta B (UV-B): de 290 a 320nm
Ultravioleta A (UV-A): de 320 a 400nm

A UV-C é completamente absorvida pela camada
de ozbnio da atmosfera, mas com a degradagao ambiental
parte desta radiacao também pode nos atingir. Portanto, a
radiagao UV que consegue atravessar a atmosfera consiste
principalmente em UV-B (cerca de 5%) e UV-A (95% ou
mais). Estas porcentagens sao aproximagoes, as quantidades
relativas variam com a hora do dia, esta¢des do ano, latitude
e muitos outros fatores. A maior densidade da radiagao UV
é recebida quando o Sol estd em seu ponto mais alto no
céu, nas 4 horas em torno do zénite solar. Aqui no Brasil,
em dias claros de verao, entre 11 e 15 horas. Nessas horas,
os raios solares por estarem menos perpendiculares a
superficie da Terra, percorrem uma distdncia menor para
atravessarem a atmosfera e, portanto, menor oportunidade
de serem absorvidos ou refletidos. Os niveis de UV-B variam
significantemente durante o dia, sendo mais suscetiveis aos
fatores atmosféricos do que a UV-A%

A exposi¢do a radiagdo solar, cujos danos sdo
cumulativos, é um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de pele, por outro lado, ele
¢é também um dos mais passiveis de prevengdo efetiva
e de baixo custo. Para a prevengao é necessario evitar a
exposi¢ao ao sol sem protecdo desde os primeiros anos
de vida’.

O diagndstico precoce é muito importante, o
auto-exame contribui estrategicamente possibilitando

o reconhecimento de altera¢des sugestivas da doenca
como, por exemplo, manchas pruriginosas (que cogam),
descamativas ou que sangram; sinais ou pintas que mudam
de tamanho, forma ou cor; feridas que nao cicatrizam em
quatro semanas.

Hadezanosa Sociedade Brasileira de Dermatologia
realiza ampla campanha a nivel nacional de prevengao e
deteccdo precoce da doenca, fornecendo informagdes para
o conhecimento epidemioldégico do cincer da pele no
Brasil, bem como, subsidios para novas a¢des preventivas.
Dados coletados na dltima campanha mostram que os
brasileiros estao longe de se protegerem adequadamente
do sol“.

Deacordo comas classificacdes internacionalmente
aceitas, as pessoas podem ser agrupadas em seis fototipos
de pele (Quadro 1). Estes seis tipos, por sua vez, podem
ser reagrupados em trés grandes categorias: melano-
comprometidos, melano-competentes e melano-
protegidos. A susceptibilidade individual aos efeitos
agudos e tardios do sol varia consideravelmente com
o fototipo de pele (resposta frente a exposi¢do solar)
e a histéria de exposi¢dao. Em individuos melano-
comprometidos, bronzeamento e queimadura ocorrem
com uma Unica exposi¢ao e nao ha bronzeamento
sem queimadura. Para individuos com pele melano-
competente, um bronzeamento significativo pode ser
obtido sem queimadura’.

Os protetores solares sao preparagdes para uso
topico que reduzem os efeitos deletérios da radiagao
ultravioleta. Para garantir uma fotoprotecao efetiva, o
produto deve proteger contra os raios UV-A e UV-B e ser
estavel quimica e fotoquimicamente. Com rela¢do ao uso,
a efetividade também depende de outros fatores, entre eles,
aescolha do produto adequado, a distribui¢do homogénea
sobre a pele, a reaplicacao sempre que houver remogao e
respeito ao tempo méximo de permanéncia ao sol que o
produto permite.

Para calculd-lo é importante saber quanto tempo
conseguimos permanecer ao sol, sem nenhum protetor
solar, até aparecer na pele uma leve vermelhidao (eritema)
e multiplicar o valor encontrado pelo FPS do produto.
Por exemplo, se 0o tempo médximo de exposi¢do ao sol,
sem filtro solar, for de seis minutos e o fator de prote¢do
solar do produto utilizado for quinze, o tempo méaximo
de exposi¢ao serd de noventa minutos. A reaplica¢ao do
produto ndo ampliard o tempo de permanéncia ao sol.
Para um tempo maior deve-se utilizar um protetor solar
com FPS superior® ..
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Quadro 1. Classificacao dos fototipos de pele (5)

Fototipo

Aparéncia tipica

Resposta ao sol

Pele bem clara, olhos azuis, sardas; pele Queima facil e severamente, (queimadura

nao exposta é branca

Pele clara, louros ou ruivos, olhos azuis
1 ou castanhos; pele ndo exposta é

branca

Pele branca quando ndo exposta;
1l geralmente cabelo escuro

Pele clara ou levemente morena

dolorosa), descasca; bronzeia pouco ou
nada.

Em geral, queima facil e dolorosamente,
descasca; bronzeia levemente.

Queima moderadamente, e bronzeia

Queima minimamente e bronzeia facil e

\Y, guando nao exposta; cabelo e olhos consideravelmente.
escuros
y Pele morena Raramente queima, bronzeia facil e
substancialmente.
Vi Pele negra Nunca queima e bronzeia profusamente

Os principios ativos presentes nas formulagdes
dos protetores solares possuem diferentes mecanismos
de agdo: os fisicos refletem ou dissipam a radiacao, os
quimicos, absorvem a radia¢ao. Os protetores fisicos,
predominantes nos filtros com alto fator de prote¢ao
solar, bloqueiam os raios UV-A e UV-B, mas sio menos
aceitos pelos usudrios por deixarem uma coloracao
esbranquicada na pele. Para conferir protecao equivalente
sem consequéncias estéticas ou desconfortdveis, muitos
filtros utilizam, em altas concentragdes, mistura de
substancias quimicas que absorvem a radia¢do, no entanto,
quanto maior a concentra¢ao do agente quimico, maior o
potencial de irritacao e sensibilizacdo. J4 os produtos para
bronzeamento oferecem pouquissima protecao, pois sua
finalidade ndo é proteger, mas sim bronzear.

A definicao do fator de protecao solar (EPS) é feita
através de experimentos “in vivo”, em que se determina
a Dose Minima Eritematosa (dose minima de UV-B
necessdria para produzir a primeira reagao eritematosa),
sem levar em conta a prote¢do anti-UV-A. A radia¢ao UV-B
por possuir maior energia (290 a 320 nm) é responsavel
pelos efeitos agudos com vérios graus de queimaduras,
modificagoes sistémicas e alteragdes pigmentares, pro-
vocando lesdes tumorais benignas e malignas. A UV-A,
mais prevalente e de menor energia (320 a 400 nm), causa
problemas em longo prazo, atingindo mais a derme do
que a epiderme, em virtude de sua maior capacidade de
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penetracao, resultando em foto-envelhecimento cutaneo e
podendo provocar também lesdes tumorais. A escolha do
produto adequado dependerd principalmente do tipo de
pele, bem como, do tempo de exposi¢ao solar pretendido
pelo consumidor. '**°

Com relagao a legislagao brasileira os filtros
solares sao classificados como cosméticos, submetidos
ao sistema de Vigilancia Sanitdria, lei 6360/1976, sendo
regulamentados pelos Decretos 79.094/1977 e 83.239/1979
e complementados por Resolu¢oes da Diretoria Colegiada
(RDC), através de regulamentos técnicos, harmonizados
no ambito do Mercosul, que adotam defini¢oes, meto-
dologias analiticas para a determinagao do FPS, resisténcia
a agua, estabelecem listas das substancias permitidas e
proibidas, suas concentragdes, critérios e procedimentos
para o registro de produtos, dizeres obrigatorios que
devem figurar nos rétulos'®22.

Os fotoprotetores estdo incluidos na lista de
cosméticos Grau 2, produtos com risco potencial,
possuindo indica¢oes especificas, cujas caracteristicas
exigem comprovacao de seguranca e eficicia, bem como
informagdes, cuidados, modo e restri¢oes de uso.

AVigilancia Sanitaria é compreendida como parte
da Satide Ptblica dentro do Sistema Unico de Saide de
natureza eminentemente preventiva, fundamentada no
conceito de risco. Sua pratica estd diretamente relacionada
as atividades de vigilancia e monitoramento, identificando
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condigdes que representem risco, com objetivo de protecao
a saude da populacio.

Nesse contexto, o Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS), unidade da Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz) que atua com a Vigilancia
Sanitdria como referéncia nacional para as questdes
cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade
de produtos, ambientes e servigos, vem realizando anélises
para verificar a seguranga, como também, a eficacia dos
produtos.

O rétulo é parte integrante do produto, sendo
um instrumento fundamental de informagao para o
consumidor, como também, para o sistema de Vigilancia
Sanitdria, devendo conter informagdes sobre a fabricagao,
origem, modo de uso e atributos dos produtos de forma
clara e objetiva, seguindo as exigéncias das normas .

Desta forma, a pesquisa objetivou avaliar se os
dizeres contidos nas embalagens dos protetores solares
estao em conformidade com as normas vigentes e se eles
orientam adequadamente o consumidor quanto a escolha
e uso do produto para obter uma efetiva prote¢ao solar.

Como resultado, espera-se que o levantamento
destes dados sirva de subsidios para discussdes e
contribuam para alertar as autoridades competentes para
a necessidade de rever a legislacao atual.

MATERIAL E METODOS

A amostra estudada foi escolhida por conveniéncia,
com tamanho amostral considerando uma estimativa de
95% de confianca. Para tanto, foram selecionadas 38
amostras de protetores solares de 13 fabricantes diferentes,
os mais comercializados no Brasil, segundo a Associagao
Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria
e Cosméticos. Essas amostras foram coletadas em um
estabelecimento comercial, pertencente a uma grande rede
de drogarias, no Estado do Rio de Janeiro. Os produtos
foram selecionados com FPS variando de 2 a 100 sendo:
10 (dez) produtos com FPS 30, 6 (seis) com FPS 15, 5
(cinco) com FPS 60, 4 (quatro) com FPS 20, 4 (quatro)
com FPS 4, 2 (dois) com FPS 8. Com FPS 2, 6, 25, 40, 45,
50 e 100 foi selecionado apenas 1 (um) produto por fator
de protecao solar.

Este estudo foi realizado em duas etapas: uma
qualitativa e outra quantitativa
Qualitativa. Foi realizada uma anadlise critica com o
objetivo de avaliar, baseado na literatura, se nos dizeres das
embalagens dos 38 produtos estao contidas as informacdes

basicas necessdrias quanto a escolha do produto e sua
utilizacdo para uma efetiva prote¢do. Os pardmetros
analisados foram: fator de prote¢do solar recomendado
para cada fototipo de pele, tempo méximo de exposi¢ao
solar que o produto oferece, quantidade do produto que
devera ser usado, as regides do corpo onde também deve
ser aplicado o produto ¥'2.

Quantitativa. Para verificar se as informacoes contidas
nos rétulos dos protetores solares estao de acordo com a
legislagdo vigente foram avaliados 33 requisitos técnicos
nos rétulos dos 38 produtos. Como instrumento de coleta
de dados foi utilizado o roteiro de inspe¢do para andlise
de rotulagem, elaborado e empregado pelo INCQS, com
base nas normas, (Lei 6360/1976; Decretos 79.094/1977 e
83.239/1979 e RDC n° 211/2005,n° 237/2005, n° 48/2006
e n° 47/2006). Os dados obtidos foram processados e
analisados pelo programa estatistico SPSS, versao 12.0. O
teste estatistico empregado foi o X* (p>0,05) '*.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise qualitativa

Verificou-se a insuficiéncia de informagoes
necessarias para a escolha e uso, em todos o produtos
analisados. Sugere-se, em adi¢do as recomendacgoes
exigidas pelas normas, a utiliza¢gdo de embalagem
secunddria (caixa), contendo uma tabela com todos os
fototipos de pele e os respectivos fatores de protegao
solar. Estes dados permitirdo ao consumidor classificar
o seu tipo de pele e fazer a escolha do produto adequado
com maior seguranca. O fabricante deve declarar o tempo
maximo de prote¢do solar que o produto oferece ao
consumidor, incluindo também a descrigao quantitativa
dos componentes ativos na formulagao, facilitando assim,
o monitoramento dos produtos postos ao consumo pelos
6rgaos de Vigilancia Sanitdria.

O produto deve conter instrucdes de uso com
tamanho de letra que possibilite a ficil leitura, redigido
de forma clara e objetiva, descrevendo a quantidade do
produto que deverd ser usado para garantir a prote¢ao e as
regides do corpo onde devem também ser aplicado como, por
exemplo, orelhas, pescoco, nuca, nariz, pés, mao, antebragos,
couro cabeludo e ldbios (dependendo do tipo de produto).
Estes locais mais expostos ao sol sao os mais pré-dispostos ao
desenvolvimento do cancer de pele. Deverd conter também
a recomendagao para reaplicar o produto, toda a vez que
houver remogao, informando que a reaplicagao nao ampliard
o tempo maximo de exposi¢ao solar.
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Anélise quantitativa

Dos 33 requisitos avaliados nos rétulos dos 38
protetores solares. Verificou-se que 76,3% nao estavam em
conformidade com a legislacao. Em 63,2% nao constava
a data de fabricacao do produto, dado importante para a
determinacao do cumprimento das normas vigentes, visto
que o produto estd sujeito as normas pertinentes a data
em que foi fabricado. O nome do responsavel técnico, o
numero de sua inscrigdo e a sigla da autarquia profissional
ndo estavam presentes em 27% dos produtos analisados.
Este profissional é habilitado junto a autoridade sanitaria
para a atividade que a empresa realiza, sendo responsével
pela fabricagdo dos produtos sob sua direcao técnica
e elaboracao de relatérios aos 6rgaos de vigilancia. Os
esclarecimentos obrigatérios, como as frases de orientagao,
adverténcia e indica¢ao especifica do produto nao
constavam em 36,8%. Foram encontrados produtos com
até 4 diferentes nao conformidades. Apenas 23,7% estavam
em conformidade.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que 76% dos
rétulos dos produtos analisados estavam em desacordo com
a legislagao vigente, deixando de apresentar importantes
requisitos técnicos e que as informacoes referentes a
escolha e uso do produto que foram analisadas nao sao
suficientes e nem adequadas para orientar o consumidor
de modo a obter a prote¢ao solar necessdria.
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ABSTRACT

Nematophagous fungi are potential agents to be employed for biological control of helminthes. The
ovicidal activity of the nematophagous fungi Pochonia chlamydosporia (isolates VC1 and VC4) and
Paecilomyces lilacinus on egg capsules of Dipylidium caninum, a cestoda parasite of dogs, cats and men,
was evaluated on Petri dishes cultures. One thousand of D. caninum egg capsules were placed onto Petri
dishes containing 2% water-agar medium and grown fungal isolates, and also onto dishes without fungi,
as control. The ovicidal activity of these fungi was evaluated after 5, 10 and 15 days. After the beginning
of the interaction and at the end of the experiment, fungi P. chlamydosporia and Paecilomyces lilacinus
demonstrated ovicidal activity (p<0.05) when compared to the control. Pochonia. chlamydosporia showed
ovicidal activity of 49.0% (isolate VC1) and 41.9% (isolate VC4), while ovicidal activity of Paecilomyces
Lilacinus was 42.7% after fifteen days of interaction. The fungi Pochonia chlamydosporia and Paecilomyces
lilacinus showed ovicidal activity on Dipylidium caninum egg capsules, thus it could be used as potential
biological controllers of this cestoda.

Key words. Nematophagous fungi, Pochonia chlamydosporia, Paecilomyces lilacinus, Dipylidium caninum,
Biological control.

RESUMO

Os fungos nematdfagos sao potenciais agentes empregados no controle biolégico de helmintos. A atividade
ovicida dos fungos nematéfagos Pochonia chlamydosporia (isolados VC1 e VC4) e Paecilomyces lilacinus
sobre capsulas ovigeras de Dipylidium caninum, foi avaliada em culturas em placas de Petri. Mil cdpsulas
ovigeras de D. caninum foram colocadas em placas de Petri contendo 2% do meio dgar-dgua e isolados
fungicos cultivados e também em placas sem fungo, como controle. A atividade ovicida desses fungos
foi avaliada apo6s cinco, 10 e 15 dias. Apds o comego da interacdo e ao final do experimento, os fungos P
chlamydosporia e Paecilomyces lilacinus demonstraram atividade ovicida (p< 0,005) quando comparados
ao controle. Pochonia. chlamydosporia demonstrou atividade ovicida de 49.0% (isolado VC1) e 41.9%
(isolado VC4), e a atividade ovicida do Paecilomyces lilacinus foi de 42.7% 5 apés 15 dias de interagdo. Os
fungos Pochonia chlamydosporia e Paecilomyces lilacinus apresentaram atividade ovicida sobre cdpsulas
ovigeras de Dipylidium caninum , o que indica a viabilidade de efetuar o seu emprego como potencial
controlador bioldgico desse cestoda.

Palavras chaves. fungos nematofagos, Pochonia chlamydosporia, Paecilomyces lilacinus, Dipylidium
caninum, Controle biolégico.
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According to the World Health Organization
(WHO), about 2 billion people infected by zoonoses
live in underdeveloped countries. 300 million people are
seriously ill, and 50% of them are children at school age.
In developing countries, verminosis represents one of the
main causes of epilepsy in children'. Lack of sanitation is
one of the main reasons for the increase in the occurrence
of zoonoses which endemically attack the Third World.
Helminths are endemic cosmopolitan parasites whose
permanence in the contaminated environment depends
on several factors that allow their evolution cycle to
develop. Dipylidium caninum is among those parasites.
It is a cestoda that belongs to the family Dilepididae, a
gastrointestinal parasite of canidae and felidae, which
sometimes parasites human beings, especially children
at school age "2

According to Pereira et al.' close contact with
animals that live in endemic areas and unhygienic
conditions, as regards both human and animal health
are also great predisponent factors for the occurrence of
zoonoses. The contamination of the definitive host (dogs,
cats and, accidentally, humans) is caused by the ingestion
of infected intermediate hosts (fleas and lice).

The fungus species Pochonia chlamydosporia and
Paecilomyces lilacinus are considered ovicides and have
proven efficiency on eggs of gastrointestinal parasite
helminths in domestic animals and human beings®°.
Therefore, the use of these fungi might help in the control
of egg capsules and eggs of D. caninum that are present
in the environment.

The objective of this study was to evaluate
the activity of nematophagous fungi of the species P.
chlamydosporia and P. lilacinus on egg capsules of D.
caninum.

The fungi P. chlamydosporia (VC1 and VC4) and
P. lilacinus were stored in test tubes at 4°C containing
2% corn-meal-agar and maintained, in the dark, for
10 days. After their growth, new culture discs (4mm
in diameter) were transferred to Petri dishes (9cm in
diameter) containing 20mL of 2% water-agar (2% WA)
for 10 days.

The egg capsules of D. caninum were recovered
from the dissection of proglottids of an adult individual
and morphologically evaluated as to their integrity in
optical microscope with 10x objective lens.

The egg capsules were placed on the surface of
Petri dishes (9cm in diameter) containing the 2% WA
medium, with fungus free fungal isolates grown for 10

days, as control. Twenty-five replications were performed
for each group. In the treatments, each dish contained
one thousand egg capsules of D. caninum with only
one of the fungal isolates. In the intervals of 5, 10 and
15 days, approximately one hundred egg capsules were
removed from each dish containing the fungus and from
those containing the control (fungus free), according
to the technique described by Aragjo et al.®. They were
evaluated with 40x objective lens, according to the
parameters established by Lysek et al.”: type 1, lytic effect
without morphological damage to the eggshell, with
hyphae adhered to the eggshell; type 2, lytic effect with
morphological change of embryo and eggshell, without
hyphal penetration through eggshell; and type 3, lytic
effect with morphological change of embryo and eggshell,
besides hyphal penetration and internal egg colonization.
The data of the studied interval were submitted to the non-
parametric Friedman test, with 5% of probability.

Table 1 shows the percentage results of types 1,
2 and 3 effects presented by the fungi P. chlamydosporia
(VC1 and VC4) and P. lilacinus, over the experimental
assay of 5, 10 and 15 days. The isolate VC1 presented the
following percentages for type 1 effect: (23.0%, 5% and
10.7%); type 2 effect (19.6%, 32.9% and 32.3%); and for
type 3 effect (19.6%, 44.2% and 49.2%) after 5,10 and 15
days, respectively. The isolate VC4 presented the following
percentage results (18.4%, 15.7% and 11.5%) for type 1
effect; (28.4%, 30.3% and 35%) for type 2 effect; and (20%,
31.5% and 41.9%) for type 3 effect, over the days studied.
According to Lysek et al.’, the type 3 effect classifies the
fungus as a potential ovicide. In the present work, the
isolates VC1 and VC4 presented this type of effect, but
with no difference (P>0.05) between them. Similarly, the
fungus P.lilacinus presented the percentages (9.9%, 9.4%
and 6.4%) for type 1 effect; (11.7%, 10.4% and 9.9%) for
type 2 effect, and (28.4%, 37.1% and 42.7%) for type 3
effect after 5, 10 and 15 days, respectively. Therefore, it
was also considered an ovicidal fungus >

No difference (P>0.05) was observed between
fungi P. chlamydosporia and P. lilacinus after their ovicidal
activity was compared. It suggests that both fungi could
be used in the biological control of the capsules of D.
caninum, since they presented very similar percentage
results for type 3 effect > !

The results of the present study can be compared
to the works of Aradjo et al.’ and Braga et al.*'>!! on
eggs of Ascaris, Fasciola and Schistosoma, corroborating
the activity potential of these isolates on eggs of several
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Table 1. Percentages and standard deviations of the ovicidal activity (types 1, 2 and 3 effects) of the fungi Pochonia
chlamydosporia (VC1 and VC4) and Paecilomyces lilacinus and the fungus-free control group on the egg capsules of

Dipylidium caninum after 5, 10 and 15 days of interaction.

Effect after 5 days

Type 2 effect ** Type 3 effect ***

19.6%8+ 23.7 19.6 ~+ 25.6

28.47+ 23.8 20.07+ 26.6

11.78+13.7 28.4 4+ 18.2
0+ 0 08+ 0

Effect after 10 days

Type 2 effect ** Type 3 effect ***

3297+ 36.6 442 A+ 412

30.3%+ 26.6 31.54+32.0

10.48+12.9 37.1 2+ 19.5
0+ 0 0B+ 0

Effect after 15 days

Isolates Type 1 effect*
VCi1 23.08+ 335
vca 18.4 8+ 241
P. lilacinus 998+ 10.6
Control 0¢£0
Isolates

Type 1 effect *
VC1 5.0+ 16.5
vC4 15.7 ‘£ 22.8
P. lilacinus 9.48+128
Control 0°+0
Isolates

Type 1 effect *
vC1 10.7 8+ 20.3
vVca 1158+ 214
P. lilacinus 6.45+ 9.5
Control 0+0

Type 2 effect ** Type 3 effect ***

32.37+26.0 49.2 *+ 36.5

35.07+ 26.6 419+ 36.4

99 8+12.8 42.7 *+32.8
0+ 0 08+ 0

Percentages followed by the same capital letter in the same column do not differ statistically (P>0.05) — Friedman test. *Physiological
and biochemical effect, without morphological damage to the egg shell, where the hyphae are observed to be adhered to the
shell. **Lytic effect with morphological change of the egg shell and the embryo, without hyphal penetration through the shell.
*Lytic effect with morphological change of the shell and the embryo, besides hyphal penetration and internal colonization of

the egg.

helminth genera. These fungi, therefore, can be classified
as ovicides.

The activity capacity of the fungus P. lilacinus
was demonstrated in the works of Aratjo et al.® on eggs
of Toxocara canis, for types 1, 2 and 3 effects, respectively.
In the work of Braga et al. (2008c¢), the authors recorded
that this fungus presented percentages of type 3 effect of
19%,20% and 23% on eggs of Moniezia sp after 5, 10 and
15 days, respectively.

Pereira et al.! carried out a study in 2005 with
children ranging in age from 4 months to 14 years old
in the city of Campos dos Goytacazes, in the state of
Rio de Janeiro. The authors observed egg capsules of D.
caninum in the feces of children at school age and believe
the children were probably contaminated through the
contact with local companion animals, thus ingesting
fleas from such animals. Therefore, since the source of
infection of D. caninum for the intermediate host (fleas)
is an environment contaminated with feces, the use of the
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fungi P. chlamydosporia (VC1 and VC4) and P. lilacinus
is suggested for the biological control of this cestoda
because its action could be concentrated in the fecal
environment.

The fungi P.chlamydosporia and P.lilacinus
presented ovicidal activity on the egg capsules of
Dipylidium caninum and could be used as potential
biological controllers of this cestoda.
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REsuMos DE TESES E DISSERTACOES

Investigacao da genotoxicidade de larvicidas biolégicos e

sinteticos utilizados para o controle de Aedes aegypti

Melo, MEB. Genotoxicity investigation of biologic and synthetic larvicide utilized for the control
of Aedes aegypti. Recife, Pernambuco, 2009 Tese de Doutorado — Area de concentragio: Centro
de Ciéncias da Sadde — Universidade Federal de Pernambuco - UFPE]. Orientadoras: Profs. Maria
Teresa Jansem de Almeida Catanho e Léda Regis.

z.’l‘.% dengue ¢ atualmente considerada a mais importante arbovirose que afeta 0 homem.
O agravamento desta situacdo epidemiolégica tem acarretado um aumento expressivo no uso de
inseticidas organofosforados no combate ao vetor, principalmente o temef6s, que é amplamente e
sistematicamente aplicado em ambientes urbanos em reservatérios de dgua, até para o consumo
humano. Este projeto propds investigar efeito genotéxico (clastogénico) em células de mamiferos,
induzido pela exposi¢do ao temefds (grau técnico 95,5%), e ao biolarvicida Bacillus thuringiensis
israelenses (Bti) - IPS 82, ambos empregados no controle do Aedes aegypti. Na avaliagdo genotéxica
foram utilizadas células da medula dssea de camundongos albinos Swiss Webster de ambos os sexos,
empregando-se os testes de metdfase e de micronicleos para detec¢do dos danos cromossdmicos:
aberra¢des cromossémicas e microntcleos. Os camundongos foram tratados com temefés (grau
técnico 95,5%) nas concentracdes de 27,75; 55,5 e 111 mg/kg ou com égua destilada 10 ml/kg,
via gavagem, como controle negativo ou com Ciclofosfamida a 25 mg/kg, via i.p., como controle
positivo por 24, 48 e 72h, em dose tinica ou em 9 doses repetidas (1 dose/semana). Outros grupos
foram tratados com Bi#i nas doses de 204 e 122,4 UFC (Unidades Formadoras de Col6nias)
ou dgua destilada (200 pl) como controle negativo, via gavagem, por 24 e 48h. Os resultados
observados confirmaram a a¢do genotdxica induzida pelo inseticida temefés em camundongos
de ambos 0s sexos, com a formagio de microntdcleo em eritrécitos policromiticos (PCE MN), em
todas as concentragoes testadas 24h ap6s o tratamento tnico. Na concentragdo de 111,00 mg/kg
induziu PCE MN também ap6s 48 e 72h em dose tinica e apds tratamento com 9 doses. O temefos
induziu também aberragdes cromoss6micas nas células em metafases, em todas as concentrages
testadas, 24h apés tratamento tinico, e na concentragéo de 111,00 mg/kg, também apds 48 e 72h
_de tratamento tnico. A Ciclofosfamida padronizada como controle positivo, para detec¢io de
genotoxicidade, assegurou a confiabilidade dos experimentos realizados nos padrdes estabelecidos.
O Bti, através dos experimentos realizados, ndo induziu formacio de microntcleos, portanto, ndo
foi considerado como um agente mutagénico e/ou genotéxico. A citotoxicidade do Bti também
foi avaliada em diferentes doses e tempos de permanéncia em ambos 0 sexo, ndo apresentando
diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% em comparag¢do com o controle negativo.
Esta investigacdo veio comprovar a preocupacdo pelos potenciais riscos que o uso sistemético,
constante ou mesmo esporddico de inseticidas de sintese em ambiente antropico, na agricultura e
em programas de controles de vetores, pode induzir ao homem ao nivel mutagénico e/ou genotéxico.
E imprescindivel, para o uso seguro para a satide e 0 meio ambiente, a investigacdo do potencial
mutagénico e/ou genotédxico de produtos utilizados para o controle de insetos.

Tese disponivel: www.bdtd.ufpe.br; www.bdtd.ibict.br/bdtd
E-mail: melomeb@cpgam.fiocruz.br
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A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL) iniciada em 1941 é uma publicagdo quatrimestral tem como objetivo publicar
e divulgar resultados de investigagGes cientificas bdsicas, tecnol6gicas, laboratoriais e aplicadas, relacionadas ds agdes de
promocio, prevengao de agravos e doengas, abrangendo as diversas dreas de interesse em satide ptiblica.

Publica artigos de pesquisa original, artigos de revisdo, comunicagies breves, notas cientificas, relatos de casos, resumos
de teses e dissertagdes.

1.

Missio: Editado nos formatos impresso e eletronico, a RIAL tem o objetivo de divulgar textos cientificos relaciona-
dos 4s diversas dreas de atividades laboratoriais em satide piblica, de maneira rdpida e precisa. Além de disseminar
informages entre os profissionais das dreas biomédicas e bromatol6gicas, a RIAL propde o incentivo 4 producio de
artigos cientificos desenvolvidos na pratica da investigagio cientifica nas dreas de vigildncia epidemiolégica e sani-
tdria. Nesse sentido, proporciona a atualizagdo e, conseqiientemente, o aprimoramento dos profissionais que atuam
na prevengio e controle de agravos 4 sadde no 4mbito nacional e internacional.

Arsrrracem: Os manuscritos submetidos 4 publicagdo na RIAL devem atender 3s instrugdes aos autores, que seg-
uem as diretrizes dos Requisitos Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periédicos Biomédicos, editados pela
Comissdo Internacional de Editores de Revistas Médicas (Committee of Medical Journals Editors — Grupo de Van-
couver), disponiveis em: http://www.icmje.org/.

Processo pE revisio: Todos os textos publicados na RIAL passam por processo de revisio por especialistas. Os edi-
tores fazem uma revisdo inicial para avaliar se os autores atenderam aos padrées da RIAL, bem como ao atendimen-
to das normas para o envio dos originais. Em seguida o artigo é encaminhado a dois pareceristas da 4rea pertinente,
sempre de institui¢tes distintas daquela de origem do artigo, e cegos quanto 2 identidade e vinculo institucional dos
autores. Ap6s receber os pareceres, o Corpo Editorial, que detém a decisdo final sobre a publicacdio ou nio do texto,
avalia a aceitagdo do texto sem modificagdes, a recusa ou a devolugéo ao autor com as sugestdes apontadas pelos
pareceristas.

Tripos DE arTIGO: A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RTAL) recebe textos cientificos nas seguintes modalidades:

ARTIGOS ORIGINAIS: Apresentam resultados originais provenientes de estudos sobre quaisquer aspectos da prevengio e
controle de agravos e de promogio a satide, desde que no escopo da satide puiblica. Esses artigos devem ser baseados
em novos dados ou perspectivas relevantes para a sadde publica.

Destinados a divulgagao de resultados de pesquisa original inédita, que possam ser replicados e/ou generalizados.
Devem ter no méximo 20 laudas impressas, incluindo 20 ilustracoes (tabelas, figuras, gréficos e fotos) e 40 referén-
cias. Resumo em Portugués e em Inglés (Abstract), com no méximo 200 palavras, e entre 3 e 6 palavras-chave (key
words). Pode apresentar também, um Resumo Expandido em inglés e neste caso pode ter no méximo 22 laudas
impressas.

Revisoes: Elaboradas por especialista convidado pelo corpo editorial. Deve constar de uma avaliagdo critica siste-
matizada da literatura sobre assunto relevante a satide ptblica. Devem ser descritos os procedimentos adotados,
esclarecendo a delimitagdo e limites do tema. Extensao méxima: 15 laudas impressas, incluindo Resumo (Abstratct)
de até 200 palavras; entre 3 e 6 palavras-chave (key words); 30 ilustracdes (tabelas, figuras, gréficos e fotos); e 80
referéncias.

CoMUNICACOES BREVES: S30 artigos sucintos destinados 2 rdpida divulgago de eventos significativos no campo da
pesquisa. No mdximo 10 laudas impressas, incluindo Resumo de até 200 palavras; entre 3 ¢ 6 palavras-chave; 2 ilus-
tragoes (tabelas, figuras, gréficos e fotos); e 15 referéncias.

Noras Cientiricas: 580 textos que tém por objetivo apresentar ocorréncias relevantes de uma pesquisa experimental
que justifique a publicacio de resultados parciais desta pesquisa para uma rdpida divalgacgo. No méximo 06 laudas
impressas, incluindo Resumo de até 200 palavras; entre 3 e 6 palavras-chave; 2 ilustragdes (tabelas, figuras, graficos
e fotos); e 10 referéncias.

RELATOS DE CAS0s: S30 textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior ao inter-
esse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos resultados ndo ¢ planejada. Inclui novas técnicas, terapias, diagnéstico,
patologias, materiais e solug6es inovadoras para problemas especiais, fenémenos anatémicos e fisiol6gicos. No méx-
imo 03 laudas impressas incluindo Resumo de até 200 palavras; entre 3 e 6 palavras-chave; 2 ilustracoes (tabelas,
figuras, gréficos e fotos); e 10 referéncias.

" 10. Resumos DE TesEs E DissERTACOES: Serdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano ap6s a defesa. Devem

conter os nomes do autor ¢ do orientador, titulo do trabalho (em Portugués e Inglés), nome da instituicio em que
foi apresentado e ano de defesa. No maximo 400 palavras e entre 3 e 6 palavras-chave.
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dos os autores; indicagdo da institui¢do a qual cada autor estd afiliado (Laboratdrio, Setor, Sec¢do, Servico,
Divisdo,Departamento, Instituto, Faculdade e Universidade); indica¢ao de um autor responsavel pela troca de cor-
respondéncia; se subvencionado, indicar nome da agéncia de fomento que concedeu o auxilio e respectivo nome do
processo; se foi extraido de dissertagdo ou tese, indicar titulo, ano e instituicdo em que foi apresentada.

Resumo: Todos os textos deverdo ter resumo em portugués e em inglés (Abstract), dimensionado entre 200 palavras.
Para os artigos originais, o resumo deve destacar os propdsitos do estudo, procedimentos bdsicos adotados (selecio
de sujeitos de estudo ou animais de laboratdrio, métodos analiticos e observacionais), principais descobertas e con-
clustes. Devem ser enfatizados novos e importantes aspectos do estudo ou das observagdes. Uma vez que o resumo é
a principal parte indexada do artigo em muitos bancos de dados eletronicos, ¢ a Ginica parte que alguns leitores léem,
0s autores precisam lembrar que eles devem refletir, cuidadosamente, o contetido do artigo. Para os demais textos, o
resumo deve ser narrativo, mas com as mesmas informagoes.

DESCRITORES (UNITERMOS OU PALAVRAS-CHAVE): Seguindo-se ao resumo, devem ser indicados no minimo trés e no max-
imo dez descritores do contetido, que tém por objetivo facilitar indexacdes cruzadas dos textos e podem ser publica-
dos juntamente com o resumo. Em portugués, os descritores deverdo ser extraidos do vocabuldrio “Descritores em
Ciéncias em Saide” (DeCS), da Bireme (disponivel em www.bireme:br). Em inglés, do “Medical Subject Headings”
(Mesh). Caso nfo sejam encontrados descritores adequados a temética abordada, termos ou expressdes de uso cor-
rente poderdo ser empregados.

IntrRODUGAO: Contextualiza o estudo, a natureza dos problemas tratados e sua significdncia. A introdugéo deve ser
curta, definir o problema estudado, sintetizar sua imnportincia e destacar as lacunas do conhecimento abordadas.

Marerials E MeTopos: A metodologia deve incluir apenas informagio disponivel no momento em que foi escrito o
plano ou protocolo do estudo; toda a informagio obtida durante a conduta do estudo pertence ao item Resultados.
Deve conter descri¢do, clara e sucinta, acompanhada da respectiva citagdo bibliografica, dos procedimentos adota-
dos, a populagdo estudada (universo e amostra), instrumentos de medida e, se aplicével, método de validagio e
método estatistico.

Resurrapos: Devem ser apresentados em seqiiéncia légica no texto, tabelas e figuras, colocando as descobertas prin-
cipais ou mais importantes primeiro. Os resultados encontrados devem ser descritos — sem incluir interpretagoes e/
ou compara¢des. Sempre que possivel, devem ser apresentados em tabelas e figuras auto-explicativas e com analise
estatistica, evitando-se sua repeticao no texto.

Discussio: Deve enfatizar os novos e importantes aspectos do estudo e as conclusoes que dele derivam. Deve ser
apresentada as considera¢des das limitagoes do estudo, seguida da comparagdo com a literatura e da interpretagio
dos autores, e quando for o caso, novas hipéteses.

Concrusio: Traz as conclusdes relevantes, considerando os objetivos do trabalho e formas de continuidade. Se tais
aspectos jd estiverem incluidos na discussio, a conclusaonio deve ser escrita.

AGRADECIMENTOS: Deve-se limitar ao minimo possivel, sempre ao final do texto.
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22. CITAGOES BIBLIOGRAFICAS
A exatiddo das referéncias bibliogréficas é de responsabilidade dos autores.

Ao longo do artigo, o nimero de cada referéncia deve corresponder ao ntimero sobrescrito, imediatamente apds a
respectiva citagio. Devem ser numeradas consecutivamente.

Exemplo Nos Estados Unidos e Canadd, a obrigatoriedade da declara¢io dos nutrientes no rétulo do alimento é
mais antiga e foram desenvolvidos métodos hidroliticos, como 0 AGAC 996.06!, de extracao e determinacdo da GT
por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagio em chama (GC/ IC)2 3,

23. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Listadas ao final do texto, devem ser numeradas de acordo com a ordem de citagio. A
quantidade de referéncias deve ser respeitada conforme definido em cada tipo de artigo aceito pela Rev1sta do Insti-
tuto Adolfo Lutz (RIAL).

24. ORIENTACOES GERAIS:

Os autores (pessoa fisica) devem ser referenciados pelo seu sobrenome (apenas a letra inicial colocada em maids-
cula), seguido das iniciais do nome, sem ponto.

Quando o documento consultado possui até seis autores, citam-se todos os nomes, separados por virgulas. Mais de
seis autores, citar os seis primeiros, seguidos da expressdo em Latim “et al.

Indicar as organizagdes quando estas assumem a autoria do documento. Se for mais de uma organizagio, devem ser
separadas por ponto-e-virgula. Para identificar a hierarquia dentro da organizacio, separar por virgula.

Quando o documento é de autoria de pessoas fisicas e organizacdes, os nomes devem ser separados por ponto-e-
virgula, de acordo com a hierarquia.

Quando o documento consultado ndo possui autoria, iniciar a referéncia bibliogréfica pelo titulo.
A primeira letra do titulo deve ser grafada em maitscula.

25. ARTIGOS DE PERIODICOS: As referéncias devem ser iniciadas pelo nome do autor, seguido dos titulos do artigo e do
peri6dico, separados por ponto final, respectivamente. Os titulos dos periédicos devem ser abreviados conforme
lista do Index Medicus (base de dados Medline), disponivel no endereco: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=journals.

Apés o titulo do periédico, coloca-se um ponto final, seguido da data de publicagdo; volume (némero): pa-
gina inicial-final. Para consultar periédicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.
phpthome=true&lang=pt.

Exemplos:
Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e 4cidos graxos na mformagao nutricional do rétulo dos alimentos
embalados: aspectos sobre legislacdo e quantificacdo. 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.
J Am Oil Chem Soc 1977 54:36-40.

26. Livros: Na citagio de livros deve constar a cidade de publicagio, opcionalmente, a sigla do Estado ou provincia pode
ser acrescentada, assim como o pais, por extenso, entre parénteses; exemplos: Sdo Paulo (SP) e Sdo Paulo (Brasil).
Quando se tratar da primeira edi¢fo, ndo é necessario indicar. A abreviagdo do nimero da edi¢do seguird a norma
da lingua portuguesa; exemplo: 42 ed.

Exemplo: Lopez D, organizador. Estudos epidemiolégicos qualitativos. Sio Paulo: James Martim; 2009.

27. CariruLos DE LIVRO: Para referenciar capitulos de livros, os autores deveréo seguir o exemplo:

Wirdh L. Hist6ria da Epidemiologia. In:. Lopez D, organizador. Estudos epidemiolégicos qualitativos. Sio Paulo:
James Martim; 2009. p. 64-76.

Arnau JM, Laporte JR. Promocio do uso racional de medicamentos e preparagio de guias farmacolégicos. In: La-
porte JR, Tognoni G, Rozenfeld: S. Epidemiologia do medicamento: principios gerais. Sdo Paulo: Hucitec; Rio de
Janeiro: Abrasco; 1989.

28. DISSERTAGOES, TESES E MONOGRAFIAS:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra. [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras, Paraiba: Universidade
Federal da Paraiba; 1995.
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35.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagdo de métodos cromatogréficos e avaliagio da estabilidade de vitaminas
hidrossoltiveis em alimentos [tese de doutorado]. Sdo Paulo:Universidade de Sdo Paulo; 2006.

TRABALHOS DE CONGRESSOS, SIMPOSIOS, ENCONTROS, SEMINARIOS E OUTROS: Barboza et al. Descentralizacdo das politicas
ptblicas em DST/Aids no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de P6s-Graduagdo em Infeccdes e Satide
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

PERIODICOS E DADOS ELETRONICOS:

Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo SABESP. O que fazemos/Qualidade da 4gua. [acesso em
17 de setembro de 2008.]. Disponivel em: [http://www.sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/¢temp=4&p
roj=sabesp&pub=T&db=&doci.].

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE. [base de dados na internet] Tabelas de Resultados: Tabela
1.1.20 ~ Populagdo recenseada e estimada, segundo os municipios — Sdo Paulo 2007. Disponivel em: [http://www.
ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/contagem2007/defaulttab.shtm].

Legislagio: Brasil. Ministério da Satide. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Portaria n° 518 de 25
de margo de 2004. Estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da qualidade da
dgua para consumo humano e seu padrio de potabilidade e ddo outras providencias. Didrio Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil. Brasilia, DE p. 266-9,26 de mar. 2004, Segdo 1. '

AUTORIA INSTITUCIONAL:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos: normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz. 42 ed. Brasilia (DF): ANVISA; 2005.1018pp.

Organizacién Mundial de la Salud — OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. In-
dicadores seleccionados del uso de medicamentos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

Casos ndo contemplados nesta instrugio devem ser citados conforme indica¢io do Committee of Medical Journals
Editors (Grupo Vancouver), disponivel http://www.cmje.org.

TaseLas: Devem ser apresentadas em folhas ou arquivo separados, numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos, na ordem em que forem citadas no texto. A cada uma deve ser atribuido um titulo breve. Notas explicativas
devem ser limitadas a0 menor nimero possivel e colocadas no rodapé. A quantidade de tabelas deve ser respeitada
conforme definido em cada tipo de artigo aceito pela Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL).

Quapros: Sdo identificados como tabelas, seguindo uma tnica numeragio em todo o texto.

Ficuras: Fotografias, desenhos, graficos etc., citados como figuras, devem ser numerados consecutivamente com
algarismos arbicos, na ordem em que foram mencionados no texto. As legendas devem ser apresentadas em folha
a parte; as ilustragdes devem ser suficientemente claras para permitir sua reprodugio. A quantidade de figuras deve
ser respeitada conforme definido em cada tipo de artigo aceito pela Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL).

ORIENTAGOES GERAIS: Tabelas, ilustragdes e outros elementos gréficos devem ser nitidos e legiveis, em alta resolucao.
Se nio for de prépria autoria, mencionar a fonte e anexar a permissao para reproduggo. O niimero de elementos
graficos estd limitado ao definido em cada tipo de artigo aceito pela RIAL. Abreviaturas devem ser explicitadas por
extenso, quando citadas pela primeira vez.
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