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RESUMO

A ingestdo excessiva de dcidos graxos saturados e trans na dieta tem sido correlacionada ao aumento do risco de doengas
cardiovasculares. No Brasil, conforme a Resolugao RDC 360/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) é
exigida a declaracdo do teor de gordura total (GT) ou lipidios, 4cidos graxos saturados (AGS) e trans (AGT) na rotulagem
dos alimentos embalados, entre outros nutrientes, como estratégia de preven¢ao das doengas cronicas. Cabe aos laboratérios
oficiais verificarem os teores declarados por meio da analise. No entanto, ndo estdo uniformizadas as defini¢des quanto
aos componentes lipidicos, tdo pouco quanto aos métodos analiticos a serem adotados, inclusive nos laboratérios
brasileiros. Considerando-se as exigéncias legais, a diversidade dos métodos analiticos disponiveis e, principalmente, o
direito do consumidor de obter informagdes confidveis, a presente revisdo teve como objetivo abordar aspectos sobre a
legislagao de rotulagem nutricional obrigatéria dos alimentos, bem como sobre as etapas criticas dos métodos analiticos
de quantifica¢do dos componentes lipidicos. Estas etapas podem levar a divergéncias significativas nos teores obtidos para
os nutrientes. Reforcam-se as evidéncias da necessidade de padroniza¢ao das metodologias nos laboratorios brasileiros.
Tal padronizag¢do contribuird para garantir o direito do consumidor em obter informag¢des uniformes e exatas sobre os
alimentos que adquire, e possibilitard a escolha dos mais sauddveis, além de favorecer a inser¢ao dos produtos brasileiros
no mercado internacional.

Palavras-chave. lipidios, dcidos graxos, métodos/determinacio, rotulagem nutricional, legislagao.

ABSTRACT

The excessive ingestion of saturated and trans fatty acids on a diet has been associated with an increased risk of getting
cardiovascular diseases. In Brazil, the Federal Directive RDC 360/03 of the National Agency for Sanitary Surveillance
(ANVISA) demands the declaration of the contents of total fat (TF) or total lipid (TL), saturated fatty acid (SFT) and
trans fatty acid (TFA), among other nutrients, on the labels of packed foods as an strategy to prevent chronic diseases. One
of the attributions of official laboratories is to certify the stated nutritional contents on food package labels by means of
analytical investigation. However, definitions about lipidic components of foods, as well as the analytical methods to be
used in their determination, have not been uniformed yet. Considering the legal requirements, the diversity of available
analytical methods, and mainly to the rights of customers to obtain reliable information, the present review aims to discuss
aspects of the legislation on obligatory nutritional food labeling and the critical steps of analytical methods employed
to quantify the lipidic components. These methods may lead to significant divergence on the values of contents of such
nutrients. Emphasis is made on evidences of the need for standardization of methodologies for this specific purpose at
Brazilian laboratories. This strategy surely will contribute to guarantee the rights of customers to receive uniform and
exact information on available foods, so they are able to choose those considered healthier and to facilitate the insertion
of Brazilian food products into the international trade.

Key words. lipids, fatty acids, determination/methods, nutritional labeling, legislation.
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INTRODUCAO

A legislacao brasileira exige a declaracao nos rétulos dos
alimentos embalados de alguns nutrientes, como a gordura
total (GT), dcidos graxos (AG) saturados e trans. Esta é
uma das estratégias da Organizagdo Mundial de Sadde
(OMS) e do Ministério da Satde brasileiro para prevenir
as doengas cronicas.">**. As abordagens e legislagoes sobre
rotulagem nutricional dos alimentos sao temas novos. Nao
estao uniformizados as defini¢oes e os métodos analiticos
para aqueles componentes, inclusive nos laboratérios
brasileiros. Quanto a determinagdo de gordura total,
pela definicao da legislagao brasileira, diferentes métodos
gravimétricos podem ser aplicados. Os valores de GT e,
consequentemente dos AG, estardo sujeitos a variagdes
do método analitico.

Nos Estados Unidos e Canad4, por outro lado,
a obrigatoriedade da declara¢ao dos nutrientes no
rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos
métodos hidroliticos, como 0 AOAC 996.06, de extragdo e
determinac¢ao da GT por calculo a partir dos AG obtidos
por cromatografia gasosa com detector de ionizagdao em
chama (GC/DIC)>57,

Considerando as exigéncias da legislacao, a
diversidade dos métodos analiticos, a globalizagao dos
mercados e, principalmente, o direito do consumidor de
informagoes precisas para a escolha de uma alimentagdo
sauddvel, a presente revisao teve como objetivo abordar
aspectos sobre a legislagao de rotulagem nutricional
obrigatdria dos alimentos e as etapas criticas dos métodos
analiticos de quantificagdo dos componentes lipidicos
para fins daquela informacgao, as quais podem gerar
discrepancias nos resultados.

» Os lipidios dos alimentos: fatores de risco para as
doengas cardiovasculares

Os lipidios da dieta, quando consumidos com moderagao,
sdo importantes para o crescimento, desenvolvimento
e manuten¢do da saude. O avanco das pesquisas tem
demonstrado o enorme potencial biolégico destas
moléculas®. Os acidos graxos (AG), constituintes principais
dos lipidios das dietas, podem modular a fun¢ao de varios
sistemas e reduzir ou favorecer a ocorréncia de diversas
doencas®'’. A ingestao inadequada de certos componentes,
como os dcidos graxos saturados e os insaturados trans,
tem sido correlacionada ao aumento no risco de doengas
cardiovasculares, que é a principal causa de mortalidade
no mundo®'»'> 1,

168

A partir de meados do século XX, o mundo tem
sofrido mudangas que se refletem nos habitos alimentares,
a principio nos paises desenvolvidos e, mais recentemente,
naqueles em desenvolvimento. As dietas tradicionais
baseadas principalmente em alimentos de origem vegetal
foram substituidas por dietas com alto teor de gordurae,
portanto, mais caléricas. Em resposta a estas mudancgas
houve um aumento das enfermidades cronicas e os
principais fatores de risco estao relacionados a dieta e a
atividade fisica*".

Estudos realizados na década de 90 mostram que
nos paises do ocidente a gordura consumida diariamente
correspondia de 35 a 45% da energia total da dieta (80 a
150 g/dia); os dcidos graxos saturados contribuiam com
cerca de 13% (30 g/dia) e os trans de 1,0 a 2,5% (2,5-5,5
g/dia)'>'* Entretanto, as recomendagoes da OMS é que a
gordura total da dieta nao exceda a 30% da energia, 0s AGS
nao passem de 10% e os trans contribuam com menos que
1% desta energia (até 2 g por dia)>*.

= A informagao nutricional como estratégia de
prevengao das doengas cronicas

As doengas crénicas oneram o sistema de satide e atingem
uma grande parte da populagdo economicamente ativa.
Em fun¢ao disto, os paises membros da OMS tém interesse
de adotar politicas eficazes e sustentdveis para prevenir
estas enfermidades. As informag¢des nutricionais na
rotulagem tém facilitado aos consumidores conhecerem
as propriedades nutricionais dos alimentos sendo uma
estratégia da Organizagao Mundial de Satide no combate
as doengas cronicas’.

A Comissao do Codex Alimentarius, criada
em 1962 pela OMS, tem como objetivos estabelecer
padrdes para os alimentos, protegendo assim a satide do
consumidor e incentivando préticas justas no comércio
internacional. Esta comissao recomenda que a declaragdo
dos nutrientes na rotulagem seja voluntaria. A declaragdo
obrigatdria deve ser feita para aqueles alimentos cujos
rétulos apresentem alguma alusao ou apelo nutricional
e alimentos para fins especiais. Diversos paises tém
adotado esta orientag¢do, principalmente os da Europa.
Outros paises, considerando a condi¢ao de satide de sua
populacio, tém adotado a rotulagem obrigatéria, sendo
que este grupo tem aumentado®.

As legislagdes em diversos paises do mundo tém
exigido maior detalhamento na rotulagem dos alimentos
sobre determinados grupos de dcidos graxos, como por
exemplo, os dcidos graxos saturados e trans, os quais estao
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relacionados com o risco de doengas cardiovasculares,
além do nivel de dcidos graxos essenciaish*!>1617 18,

Israel e os Estados Unidos, em 1993, foram os
primeiros paises a exigirem a declaragao de nutrientes
na rotulagem dos alimentos embalados. Esta exigéncia
entrou em vigor no Brasil a partir de setembro de 2001'¢.
Outros paises como Nova Zelandia, Canadd e Maldsia
adotaram a declaragao obrigatéria sendo que a partir de
2006 tal exigéncia foi estendida aos paises do Mercosul,
além do Brasil>".

Com relagdo a declaragao de dcidos graxos trans,
esta passou a ser obrigatdria nos Estados Unidos desde
julho de 2003 e a partir de dezembro do mesmo ano, no
Brasil e paises do Mercosul *. Na Dinamarca, em 2004,
foi estabelecida uma legislagao limitando a 2% os niveis
de AGT, obtidos por processos industriais, nos alimentos
comercializados naquele pais?*®. Em 2005, na cidade de
Nova York, Estados Unidos, o Departamento de Satde
e Higiene Mental passou a exigir dos restaurantes e
fornecedores de alimentos que eliminassem de suas
cozinhas as gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas
(GVPH), principais fontes de AGT provenientes de
processo industrial, visando produzir alimentos livres
destes dcidos graxos'?.

= Legislacao brasileira sobre rotulagem nutricional de
alimentos embalados
A politica de Alimentagao e Nutri¢do do Ministério da
Satide (MS) brasileiro, em sintonia com os objetivos
da OMS, é voltada para a reducdo da prevaléncia das
doencas nutricionais e orientagdo para o consumo de
alimentos saudéveis. A partir de 2001 passou a vigorar a
resolucao RDC 40/01 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Ministério da Satde Brasileiro, com
exigéncias de declara¢des de rotulagem nutricional'®. Esta
foi substituida pela RDC n°® 360/03, que é uma legislacao
harmonizada entre os paises do Mercosul. Nela consta
a exigéncia da declaragdo de valor energético e teores
de carboidratos, proteinas, gorduras totais, gorduras
saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sédio. Empresas
de alimentos, brasileiras e do Mercosul, tiveram como
prazo até 31 de julho de 2006 para se adequarem®.
Abaixo sdo relacionados alguns pontos importantes
que foram estabelecidos pela legislacdio em vigor:
= A obrigatoriedade da Informa¢ao Nutricional do
valor energético (Kcal e KJ), carboidratos, proteinas,
gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans,
fibra alimentar e sédio.

= A padronizagao dos rétulos para facilitar a leitura e o
entendimento das informagdes pelo consumidor.
= Tolerancia:
1. E admitida uma tolerancia de 20% com relagdo aos
valores de nutrientes declarados no rétulo.
2. Para os produtos que contenham micronutrientes
em quantidade superior a tolerincia estabelecida no
item anterior, a empresa responséavel deve manter a
disposi¢ao os estudos que justifiquem tal variagao.
= A informag¢do Nutricional deve ser apresentada na
porcao e em medidas caseiras. Pela legislacao em vigor
nao é obrigatéria a declaragao em 100 g ou 100 mL do
produto.
= Todas as informagdes contidas nos rétulos dos
alimentos devem ser apresentadas em porgoes.
= Por¢ao é a quantidade média do alimento que deveria
ser consumida por pessoas sadias, maiores de 36 meses
de idade em cada ocasiao de consumo, com a finalidade
de promover uma alimenta¢ao saudavel. Esta defini¢do
consta na RDC 359/03 da Anvisa/MS que apresenta o
Regulamento Técnico de Por¢oes de Alimentos para
fins de Rotulagem Nutricional.

A tolerancia de 20 % estabelecida para o valor
declarado no rétulo é ainda um ponto que merece discussao
e maior clareza na defini¢do, considerando principalmente
os teores dos nutrientes. No regulamento técnico dos
Estados Unidos, sobre informacao nutricional, é prevista
também uma tolerancia de variagao até 20% (para mais)
com rela¢ao a declara¢ao no rétulo de gordura total e
gordura saturada. Entretanto, é enfatizado que nenhuma
acdo administrativa serd fundamentada em resultados
superiores aquela margem, quando é reconhecida uma
variabilidade superior para os nutrientes, pelos métodos
analiticos usuais, no nivel de concentragao considerado.
Com relagao aos dcidos graxos mono (AGM) e poli-
insaturados (AGP) o teor do nutriente deve ser pelo menos
igual a 80% do valor declarado no rétulo'.

Pela legislacao brasileira em vigor, os teores de
dcidos graxos saturados e trans podem ser declarados
como zero, quando presentes no alimento em quantidade
menor ou igual a 0,2 g na por¢io. Para gordura total,
o teor é considerado nao significante, ou zero, quando
menor ou igual a 0,5 g na por¢do do alimento e nenhum
outro tipo de gordura seja declarado com quantidades
superiores a zero'.

Quanto aos acidos graxos monoinsaturados ou
poli-insaturados e o teor de colesterol, a declaragao na
rotulagem dos alimentos tem carédter opcional segundo
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a Portaria 27/98, da ANVISA/MS, a qual dispoe sobre
a informagdo nutricional complementar, entretanto,
quando sdo apresentados apelos na embalagem, relativos
a presenca destes nutrientes no alimento, a declaragao
na rotulagem ¢é obrigatdria. Alega¢oes para dcidos graxos
trans tais como: “zero trans’, “livre de trans” e outras,
previstas na Portaria n°® 27/98 podem ser utilizadas
desde que o alimento pronto para o consumo atenda as
seguintes condi¢oes: maximo de 0,2 g de gordura trans
por por¢ao'®. Como uma recomenda¢ao complementar
da ANVISA o alimento deve conter também no maximo
2 g de gordura saturada por por¢ao?'. Aos laboratdrios
brasileiros credenciados cabe, por meio da anlise, verificar
tais teores declarados.

Cabe também ressaltar, que a nao obrigatoriedade
da declaragdao do nutriente em 100 g do produto pode
induzir o consumidor a engano, pois muitas vezes a
quantidade consumida é maior que a por¢ao sugerida,
acarretando uma ingestdo significativa de AGT.

= Determinacao de gordura total (GT) e acidos graxos
(AG) nos alimentos

Um dos objetivos da determinagao de GT (ou lipidios) e
da composi¢ao de AG nos alimentos é gerar dados para a
informacdo nutricional. Dependendo da legisla¢ao sobre
rotulagem nutricional em vigor em cada pafs, teremos
diferentes defini¢des para a GT que deve constar na
rotulagem nutricional dos alimentos.

Na legislacao Brasileira a gordura total (GT),
para fins de rotulagem nutricional, é definida como o
conjunto de substincias de origem vegetal ou animal,
formada de triacilglicerol (TAG) e pequenas quantidades
de nao gliceridios, principalmente fosfolipidios'. Ja
pelas legislacoes dos Estados Unidos e Canadd, a GT é
a soma dos dcidos graxos (AG) das diferentes classes de
lipidios expressa como TAG. Esta definicao limita o que é
considerado gordura para fins de rotulagem nutricional'®.
Os acidos graxos saturados (AGS), mono, poli-insaturados
e trans (AGT) devem ser expressos como dcidos graxos
livres, de acordo com as trés legislacoes.

A legislagao brasileira nao especifica metodologias
analiticas para a determina¢do de GT e de AG que farao
parte da informagao nutricional. A técnica de cromatografia
em fase gasosa é a recomendada para a andlise de rotina
de 4cidos graxos®. Quanto a determina¢do de gordura
total, pela defini¢ao da legislacao brasileira, diferentes
metodologias podem ser aplicadas®?***. Portanto a
determinac¢ao da GT e, consequentemente, dos AG estard
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sujeita a variacdes que dependerdo da metodologia
analitica. Trabalhos atuais tém reforcado esta premissa.
Aued-Pimentel e colaboradores? em um estudo realizado
com amostras de alimentos de referéncia (leite, ovo,
bolacha de chocolate, pudim de baunilha), evidenciaram
diferencas significativas quanto aos teores de GT, AGS,
AGP e AGT quando aplicados diferentes procedimentos
analiticos. Kus, Aued-Pimentel e Mancini-Filho (2009)%,
em outro estudo realizado com férmula infantil, também
mostraram que o método de extracao de lipidios
influenciou de maneira significativa na quantificagao
final dos lipidios totais e dcidos graxos poli-insaturados
naquele produto.

Lobanco e colaboradores (2009)? avaliando 153
alimentos industrializados, comercializados no municipio
de Sao Paulo (SP) entre os anos de 2001 e 2005, observaram
grande porcentagem de inconformidades relativa ao
contetdo de gordura saturada obtido em laboratério
e o declarado pelo fabricante na rotulagem. Os autores
apontam como um dos fatores que, provavelmente,
contribuiram para tal discrepancia os diferentes métodos
empregados pelos laboratérios.

Com relagdo aos métodos analiticos, trés etapas
sdo criticas: extra¢ao e quantificacdo dos lipidios,
preparacao de ésteres metilicos de dcidos graxos a partir
dos lipidios extraidos e quantificacdo dos AG.

= Extragao e quantificagao dos lipidios totais

A extragao de lipidios é uma etapa importante no
estudo nutricional dos alimentos e, especialmente,
na determina¢do da composicdo de dcidos graxos. A
prepara¢do da amostra para esta determinacgdo deve
ser cuidadosa sendo que em alguns procedimentos e
matrizes pode ocorrer a co-extra¢ao dos ndo lipidios,
oxidagdo indesejada, perda dos compostos mais volateis
e dificuldade de extragao dos lipidios ligados a outras
moléculas, influenciando na qualidade final do dleo, e no
perfil de acidos graxos?*+%>%.

A quantifica¢ao dos lipidios dos alimentos é
realizada, tradicionalmente, por extragao com solventes
organicos e determinag¢ao gravimétrica. A habilidade de
recuperar os varios componentes dos lipidios varia com
o solvente de extracdo. A ampla faixa de polaridade dos
lipidios, os diferentes tipos de ligacoes e energias fazem
com que a escolha do solvente seja uma tarefa dificil. Os
solventes mais utilizados sao: éter etilico, éter de petréleo
e cloroférmio-metanol. Todos estes solventes extraem
triacilglicerdis. O éter etilico e o de petréleo extraem
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mono, di e triacilglicerdis, esterdis e dcidos graxos.
Solventes mais polares, como a mistura de cloroférmio
e metanol, também extraem lipidios polares como
fosfolipidios, esterdis, terpenos, ceras, hidrocarbonetos e
outros componentes nao lipidicos”*?%,

Os métodos que empregam a mistura cloroférmio
metanol, como por exemplo, o de Bligh e Dyer (1959)*! e
de Folch, Lees, Stanley (1957), sao reconhecidos como os
mais adequados para a extra¢ao de todos os componentes
dos lipidios, sendo que o extrato obtido pode ser
empregado para a caracterizagao das fragdes”***. Nestes
métodos, as proporc¢des entre os solventes de extragao,
massa da amostra e solventes, o modo de preparagdo da
amostra, o tempo de agitacdo, o teor de gordura, d4gua e o
tipo de produtos, sao criticos, influenciando a eficiéncia
de extra¢ao®-*?’.

Para facilitar a extragdo dos lipidios ligados a
outros componentes dos alimentos, as matrizes alimentares
sdo frequentemente tratadas. Estes tratamentos incluem
hidrdlises 4cida, basica, mista ou enzimadtica, secagens,
pré-lavagens, entre outros”*%,

Os métodos que envolvem hidrélise acida
tendem a decompor os fosfolipidios e, possivelmente, os
triacilgliceréis, dependendo da concentra¢ao do acido
utilizado. A hidrdlise dcida, seguida da extracao com éter
de petroleo, extrai os lipidios neutros e também pode
extrair outros constituintes que nao compdem a gordura,
tais como: glicerol, carboidratos de baixo peso molecular
e seus produtos de polimeriza¢ao, aminodacidos e sais de
ureia. Os resultados obtidos por este método normalmente
superestimam o valor da gordura total, comprometendo,
também, a avaliagdo da composi¢ao de dcidos graxos dos
alimentos®~*.

Apesar de existirem métodos analiticos de extragao
de lipidios recomendados para certas classes de alimentos,
estes estdao em constante avaliacao devido a grande
variedade de produtos langados no mercado, elaborados com
novas tecnologias (por exemplo, o micro-encapsulamento de
nutrientes), e contendo variados aditivos, o que certamente
interfere na extragao dos lipidios.

Nos Estados Unidos, a partir do estabelecimento,
em 1990, da lei sobre educagao nutricional e rotulagem dos
alimentos®, uma forca tarefa organizada pela “Association
of Official Analytical Chemists”, AOAC, reconheceu
alguns métodos que deveriam ser aplicados para analise
de gordura em diferentes matrizes alimentares para
fins de rotulagem nutricional, mas considerou que tais
métodos deveriam ser aperfeicoados®. Foi adotada

uma defini¢ao quimica para gordura, para fins de
rotulagem nutricional, a qual limita o que é quantificado,
evitando, assim, o emprego de diferentes metodologias
que fornegam resultados muito discrepantes®. Foram
desenvolvidos métodos hidroliticos de extra¢ao de
lipidios e 4cidos graxos do alimento e de determinagao
da gordura total, por cdlculo matematico, a partir dos AG
obtidos por CG/DIC. O método AOAC 996.01(1996) foi
avaliado e adotado como oficial para a determinagdo de
gordura e dcidos graxos para produtos a base de cereais
contendo de 0,5 a 13% de GT7*%. O método AOAC 996.06,
semelhante ao anterior, foi desenvolvido para a extragdo e
determinac¢do da gordura total dos alimentos em geral, a
partir da andlise de dcidos graxos por CG/DIC”*.

Algumas técnicas mais modernas de extragao de
gordura tém sido propostas para reduzir significativamente
o tempo e o consumo de solvente e fornecer resultados
equivalentes. Entre estas técnicas, destacam-se a extragdo
acelerada com solvente (EAS), a extra¢do com fluido
supercritico (EFSC), a extragdo dindmica por ultra-som e
com auxilio de microondas®*!. Entretanto, a desvantagem
destes métodos é a necessidade de otimizar as varidveis
que influenciam na extra¢do para cada tipo de produto,
uma vez que os teores de gordura e de d4gua dos alimentos
afetam a eficiéncia de extragao®*.

Nas analises de rotina de muitos laboratérios
brasileiros dois tipos de extracao de gordura sao empre-
gados, visando gerar dados para a informacao da rotu-
lagem nutricional. Uma delas objetiva a determinacao da
GT do alimento e a outra a de AG. Para determinagao da
composi¢ao dos AG emprega-se extracao a frio como no
método de Bligh e Dyer, utilizando a mistura de solventes
de extrac¢do cloroférmio/metanol, ou éter etilico visando
nao alterar a gordura original do alimento e, portanto,
os AG?3!, Este procedimento de trabalho, entretanto,
implica em maior tempo de andlise e exposi¢cao do
analista, custos com solventes, materiais, energia, entre
outros.

A Tabela 1 apresenta um resumo sobre os
principais métodos convencionais de extragao de lipidios,
campo de aplicag¢do, vantagens e limitagdes.

Preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos

A andlise por cromatografia em fase gasosa dos dcidos
graxos, livres ou ligados aos diferentes componentes
lipidicos dos alimentos, requer sua prévia transformagao
em derivados mais voldteis e, normalmente, sio preparados
ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG).
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Asreacoes de derivacdo sdo geralmente catalisadas
por dcidos (Ex: trifluoreto de Boro (BF,)), ou bases,
e envolvem os processos de hidrélise e esterificagao
(normalmente metilagao) ou transesterificagao. Os ésteres
metilicos se formam a partir de: 1) acidos graxos livres
em meio dcido ou com diazometano (esterificagao);
2) 4cidos graxos ligados a lipidios por ligagdes ésteres,
(triacilgliceréis, fosfolipidios) em meio dcido ou basico e,
3) dcidos graxos ligados a grupamento N-acila em lipidios
complexos em meio dcido*.

Sdo descritos muitos procedimentos e cada
método possui vantagens e limita¢oes, dependendo
das caracteristicas da gordura a ser analisada, como
apresentado na Tabela 2.

Com o intuito de abreviar o tempo de reacio,
pode ser feita uma transesterificagao direta na presenca de
catalisadores basicos (NaOH, KOH, metdxido de sddio) ou
acidos (HCI, H,SO,, BF3). Entretanto, a reagdo nao ocorre
para dcidos graxos livres e, no caso da catdlise basica,
pode nio esterificar 6leos e gorduras com alta acidez*>
#. Por outro lado, a transestrifica¢do alcalina ocorre em
condi¢des mais amenas de temperatura e tempo reduzido.
Este procedimento tem sido aplicado na preparagao de
EMAG de gordura de leite, produto com quantidade
considerdvel de dcidos graxos saturados volateis e de
baixo peso molecular*’; de EMAG ciclopropenidicos
que sao grupamentos altamente labeis*!, em 6leos
vegetais refinados**** e também na anélise de produtos
alimenticios diversos, mostrando resultados comparaveis
a procedimentos com catdlise mista*.

Nas reacdes com catdlise dcida pode ocorrer
isomerizacao de dcidos graxos insaturados, principalmente
os conjugados, quebra de grupamentos reativos como
os grupos ciclopropenidicos, além dos processos em
meio dcido necessitarem de aquecimento, o que pode
comprometer os acidos graxos de baixo peso molecular
presentes, por exemplo, na gordura do leite*’.

Os métodos mais eficientes de preparacdo dos
EMAG empregam os dois tratamentos, dcido e basico,
como o procedimento de Hartman e Lago®’, amplamente
utilizado nos laboratérios brasileiros.

Na literatura, sdo descritos procedimentos de
transesterificagao direta (in situ) sem extracao prévia
de gordura, para pequenas quantidades de amostras de
6leos vegetais, gorduras dos alimentos, tecidos ou fluidos
biolégicos* =152, Os procedimentos consistem da mistura
da amostra com os reagentes de esterificacao, aqueles ja
utilizados para a reagao nos lipidios previamente extraidos,

tais como: cloreto metandlico de hidrogénio; metéxido
de s6dio metandlico, hidréxido de sddio metandlico e
solugao de BF %12 O método AOCS Ce 1k-07, utiliza
hidroélise alcalina e metilagao com BF, metandlico e aplica-
se a matrizes contendo dleos vegetais (alimentos, bebidas,
tecidos e 6leos), mas nao se aplica a produtos ldcteos e
gorduras de animais ruminantes®. Nestes procedimentos
diretos hd economia de tempo de andlise e solventes, pois
ocorre a sintese de ésteres de dcidos graxos por extragao
e deriva¢ao simultaneas. A diminui¢ao na manipulagdo
da amostra contribui para diminuir o erro experimental.
Por outro lado, o teor de dgua dos alimentos, a tomada de
amostra, a escolha dos reagentes (catalisador) e as condigoes
da andlise, como por exemplo a temperatura, sdo fatores
decisivos na eficiéncia das reagoes diretas*"".

= Determinacao de AG em produtos alimenticios

A evolugao da técnica de cromatografia em fase gasosa
estd diretamente associada com a andlise de dcidos graxos.
James e Martin (1952) foram os primeiros a separar uma
série de dcidos graxos voldteis em um cromatdgrafo a gés
com coluna empacotada.

A partir dos anos 70, os teores de dcidos graxos dos
alimentos passaram a ser determinados por cromatografia
em fase gasosa com detector de ionizagao de chama.
A base para a separacio dos componentes na CG ¢ a
particdo da amostra no estado de vapor entre duas fases,
uma fase estaciondria (FE) (s6lida ou liquida) e uma fase
gasosa moével. Na separagdo de ésteres metilicos de acidos
graxos (EMAG) as FE mais adequadas sao de polimeros
polares como poliésteres (Carbowax 20M) e cianosiliconas
(SP 2340, SP 2560). Apds a separac¢ao, na coluna croma-
togréfica, os componentes sao direcionados ao sistema
de detec¢ao. Na andlise de EMAG, normalmente, é
empregado um detector de ionizagao de chama®.

Os teores dos EMAG eram inicialmente expressos
em porcentagens de drea ou massa no total de ésteres
metilicos. Esta ¢ uma maneira simplificada de apresentar
a concentracdo dos componentes sem a empregar calculos
mais complexos ou padroes de alta pureza

Entretanto, a necessidade de expressar o teor
dos acidos graxos em gramas por cem gramas do
alimento, principalmente nos estudos nutricionais,
levou a publicagdo, na década de 70, de vérios trabalhos
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(U.S.D.A) sobre os dados analiticos de lipidios e dcidos
graxos de diversas classes de alimentos. Os dados foram
levantados, para diferentes produtos, isto é, licteos,
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ovos e derivados, sementes oleaginosas, sopas, 6leos e
gorduras, carne suina e derivados, carne bovina, cereais,
entre outros®>”. Foram calculados fatores apropriados
que ponderam a contribui¢do das diferentes fracoes dos
lipidios (ex: triacilglicerdis, fosfolipidios) no fornecimento
dos acidos graxos nos alimentos. Desta forma foi calculado
um fator de conversio médio aplicavel ao total de
lipidios®’. Para expressar o conteido de AG em gramas
por cem gramas do alimento a porcentagens de drea ou
massa no total de ésteres metilicos, obtido na anélise por
CG, deve ser multiplicada pelo teor de lipidios do alimento
e pelo fator de conversio médio teérico. Na Tabela 3
encontram-se os fatores tedricos para diferentes classes
de alimentos®">¢.

Tabela 3. Fatores de conversdo tedricos de gordura
para acidos graxos em diferentes alimentos®.

Fator
Alimento g de acidos graxos/ g
de lipidios

Oleos_, gorduras e sementes 0,956
oleaginosas

Produtos lacteos 0,945
Ovos 0,830
Frutas e vegetais 0,800
Carqes gordas bovina, suina 0,953
e ovina

Carne magra bovina e ovina 0,916
Carne magra suina 0,910
Carne de frango 0,945
Carne gorda de peixe 0,900
Carne magra de peixe 0,700

Dependendo do alimento, os lipidios terdo
diferentes quantidades de triacilglicerdis, fosfolipidios e
outros componentes que fornecerdo teores variados de
acidos graxos®. ‘Os lipidios de d6leos, gorduras e sementes
oleaginosas sdo constituidos essencialmente de TAG,
0s quais contém cerca de 0,956g de acidos graxos por
grama de gordura. Por outro lado, os lipidios de diversos
alimentos, como os ovos e os produtos cirneos, contém
quantidades considerédveis das outras fragdes lipidicas. Na

gordura do ovo encontramos, por exemplo, cerca de 65%
TAG e 29% de fosfolipidios (FL), sendo que um grama
de FL contém, em média, 0,720 g de AG. Sendo assim,
um grama dos lipidios do ovo terd cerca de 0,62 g de AG,
provindos dos TAG e cerca de 0,21g dos FL*®. Na elaboragao
de tabelas de composicdo de alimentos de vérios paises sao
empregados aqueles fatores de conversao tedricos.

A demanda de informagdes mais precisas sobre
o contetido dos acidos graxos nos alimentos, aliada a
uma maior disponibilidade de padrdes e a evolugao
nas tecnologias das colunas e equipamentos de CG,
tem proporcionado um maior rigor quantitativo dos
métodos oficiais. Nestes, os EMAG sdo analisados por
CG/DIC empregando colunas capilares, com fases
estaciondrias polares, e quantificados com padrao interno
(PI). Dependendo das condi¢des operacionais, das fases
estaciondrias e do comprimento da coluna cromatografica,
é possivel obter a separacao dos isomeros geométricos e
de posicao dos dcidos graxos > €061,

O padriao interno é normalmente um EMAG
(13:0,11:0,23:0) ou um TAG (13:0; 17:0, 19:0, 21:0, 23:0)
com numero impar de carbonos, uma vez que muitos
destes nao sao encontrados na gordura dos alimentos. O
calculo da composi¢ao dos analitos de interesse é feito com
relacdo a drea e massa daqueles padrdes. Sio empregados
fatores de correcdo de resposta do detector de ionizagdo
de chama (DIC), experimentais ou tedricos”H>13%6061,

Dependendo do tipo de cdlculo adotado para
a quantificagdo dos AG por CG/DIC podem-se gerar
variagoes significativas dos resultados expressos em
gramas por cem gramas do alimento”*”’. Realizar o cdlculo
por normaliza¢ao de drea empregando os fatores tedricos,
como descrito acima, é uma maneira simplificada de
apresentar a concentra¢ao dos componentes. Entretanto,
os métodos quantitativos por normaliza¢ao de drea tém
a desvantagem da propagacao do erro, pois os resultados
de todos os componentes estdo correlacionados, e os
teores sao normalmente superestimados. Contudo, este
¢ ainda um procedimento amplamente empregado nos
laboratérios brasileiros®*.

O método mais acurado emprega PI e os fatores
de corre¢do de resposta do DIC sdo calculados, a fim
de corrigir a nio linearidade da resposta com a massa
dos EMAG, principalmente, para aqueles de baixo peso
molecular (menor que 12 dtomos de carbono). Os fatores
teéricos sao calculados por uma férmula, considerando a
resposta proporcional a porcentagem relativa de carbonos
ativos nas diversas moléculas. A utilizacdo deste fator nos

175



Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e &cidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre
legislacdo e quantificacdo. Rev Inst Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 68(2):167-81, 2009.

célculos requer uma prévia otimizacao das condi¢oes do
cromatografo. Por outro lado, o fator de correcao empirico
ou experimental (FCE), considera tanto os desvios
quimicos como os instrumentais. Este é calculado a partir
da analise de padrdes de EMAG*"*%.0 emprego de
um outro fator de corre¢do nos célculos depende da
recomendac¢do do método oficial*"®!, e pode também
gerar discrepancias nos resultados®**.

= Determinacao de 4cidos graxos trans (AGT)

As metodologias descritas na literatura para a analise dos
acidos graxos trans incluem: andlise por espectroscopia
no infravermelho com leitura em 966 cm’', onde ocorre
absor¢do das insaturacdes que possuem hidrogénios
na configurac¢do trans. Por esta metodologia oficial
sao determinados os dcidos graxos trans totais, isto é,
ligacdes duplas isoladas, entretanto sem diferenciar
os isdmeros, sendo apropriada para andlise de 6leos e
gorduras contendo mais de 5% de dcidos graxos trans®-®.
O método envolve a preparagdo de EMAG e a varredura
da amostra na regidao de 900 a 1050 cm™'. A quantifica¢ao
para teores de AGT inferiores a 5% ¢é prejudicada em
gorduras que contenham, por exemplo, ligagoes duplas
trans de sistemas conjugadas e outros interferentes que
alterem a regiao de absor¢do dos AGT. Avancos na técnica
de infravermelho utilizando células, para atenua¢ao da
reflexdo total, associada ao processamento matematico dos
espectros por transformada de Fourier tem tornado possivel
a determinac¢do dos AGT de forma mais rapida e/ou mais
acurada®®®. A ressonancia magnética nuclear (RMN)
também ¢ utilizada para determinar dcidos graxos trans
em gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GVPH).
Entretanto, trata-se de uma técnica cara e aplicada para
niveis superiores a 3% de AGT®".

As legislagdes atuais sobre rotulagem nutri-
cional nao exigem a diferencia¢do dos isomeros
trans. Entretanto, devido as evidéncias cientificas que
alguns isomeros trans podem ser nutricionalmente ou
fisiologicamente benéficos a satide, tais como o isomero
conjugado 18:2 (9¢,11¢) e seu precursor, o acido trans
vacénico 18:1(11t), 0 emprego de técnicas que permitam
a separacao dos vdrios componentes torna-se o mais
apropriado®.

s Determinagiao de AG cis/trans por CG em colunas
capilares

O método indicado para as andlises de rotina de dcidos

graxos, inclusive trans, devido a sensibilidade, ao custo e
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por possibilitar a determinacdo de toda a composi¢ao de
acidos graxos em uma tnica corrida, emprega a técnica de
cromatografia em fase gasosa com detector de ioniza¢ao
de chama (CG/DIC). Para a separa¢ao dos isomeros sao
utilizadas colunas capilares de silica fundida longas (100
m) com fases estaciondrias de alta polaridade (ciano propil
siloxano), com os nomes comerciais: SP 2560, CPSil 88,
SP 2380, BPX 70, CP 7420°"%!, Entretanto, mesmo com a
otimizacao dos pardmetros cromatograficos nao é possivel
aresolucao de todos os isdmeros geométricos e de posicao
presentes numa amostra de GVPH ou gordura de animais
ruminantes. Existem diferencas no desempenho da
separa¢do de componentes criticos, empregando colunas
comerciais de 100 m de fabricantes diferentes ou mesmo
entre as colunas de mesmo fabricante, mas de diferentes
lotes. Fatores como gas de arraste e quantidade de amostra
injetada na coluna influenciam também no desempenho
da separagao®. A separa¢dao dos isOmeros geométricos
e de posi¢do presentes numa amostra de GVPH ou
gordura de animais ruminantes pode ser otimizada em
analise prévia por cromatografia em camada delgada ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia com ion prata para
fracionar os diversos isdbmeros. Os fons de prata formam
complexos com os dcidos graxos insaturados possibilitando
o fracionamento. O ponto desfavordvel desta associagdo
de técnicas é o tempo elevado de andlise, ndo sendo
apropriado nos procedimentos rotineiros*¢>,

m Isomeros do acido octadecendico (18:1)

Os isdmeros do dcido octadecendico sdao os mais
abundantes e em maior nimero nas GVPH e de animais
ruminantes. A adequada separagdo destes componentes é
um ponto importante na defini¢do da melhor metodologia
de quantifica¢ao do total de acidos graxos trans.

As colunas cromatograficas comerciais citadas
anteriormente fornecem uma boa resolucdo (a partir da
linha de base) para a maioria dos isdbmeros cis e trans do
acido octadecendico presentes nas gorduras. Os isbmeros
trans encontrados naquelas gorduras sdo: 18:1(4t) a
18:1(16t) e o principal cis é 0 18:1(9¢), além de quantidades
menores de 18:1(11c) a 18:1(16¢). Considerando uma
determinada posi¢ao da dupla ligagao, os isomeros trans
sempre eluem antes do correspondente isdmero cis
majoritdrio, nas colunas acima citadas*»*7°.

A extensdo das sobreposi¢cdes dos isdmeros de-
pende da fase estaciondria, da concentragdo dos diferentes
componentes da amostra, do comprimento, tipo, marca e
até o lote da coluna capilar, além das temperaturas de ope-
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ra¢do do cromatégrafo a gas®. As colunas de 100 m sdo
as mais eficientes, sendo que a sobreposicao dos isdmeros
pode ser minimizada. A otimiza¢do da temperatura de
operagédo é fundamental para evitar co-elui¢oes. Tem
sido demonstrado que numa coluna SP 2560 aquecida
a 180°C (isotérmica) obtém-se a melhor condicao para
determinacio de dcidos graxos frans totais para fins de
rotulagem nutricional em 6leos vegetais e produtos que
contenham gorduras parcialmente hidrogenadas®.

» Isomeros dos 4dcidos octadecadiendico (18:2) e
octadecatrienédico (18:3)

Os isomeros dos acidos octadecadiendico (18:2) e
octadecatriendico (18:3) estdo sempre presentes tanto
nas GVPH como nas gorduras de animais ruminantes e
nos dleos vegetais poli-insaturados refinados, porém em
baixas concentragdes. Para uma determina¢ao mais exata
dos isdmeros trans nos alimentos é necessaria a inclusao
destes componentes. Os principais isdbmeros do dcido 18:2,
presentes na GVPH, sdo: 9t,131; 9¢,12t; 91,12¢, podendo
chegar a 6% na gordura submetida & hidrogenacao
moderada‘’>77!.

Os principais isdbmeros do dcido octadecatriendico
(18:3) estao presentes em menores quantidades nas
gorduras. Os mais comuns sao: 9t,12¢,15t; 9¢,12¢,15t;
9t,12t,15¢; 9t,12¢,15¢ e 9¢,12¢,15¢ (4cido alfa-linolénico),
sendo esta a ordem de eluicdo numa coluna com FE
de cianopropil siloxano. Em algumas programagdes,
dependendo da temperatura da coluna de 100 m, da
dilui¢ao da amostra e da quantidade dos componentes no
6leo ou gordura, o dcido eicosaendico 20:1(11c), presente
em pequenas quantidades em 6leos vegetais, pode eluir
antes ou depois do dcido alfa linolenico (18:3 (9¢,12¢,15¢))
ou mesmo coeluirem. A andlise isotérmica a 180°C, em
coluna SP 2560 ou equivalente, é a que tem apresentado
a melhor separacéo para aquele par critico de acidos
graxos45,6l,68,69.

Os principais isdbmeros cis/trans formados, no caso
dos 6leos vegetais refinados poli-insaturados, sao 18:2 e
18:3, principalmente quando se empregam temperaturas
de desodorizagao altas (230-250°C)™. Os niveis destes
acidos variam normalmente entre 0-2% e os teores obtidos
sao muitas vezes utilizados na avaliagao do processamento
ou como critério de rejeicdo de produto nas transacdes
comerciais. A andlise nesta faixa de concentrag¢do requer
a otimizag¢do dos pardmetros analiticos tais como: tipo e
temperatura da coluna, quantidade de amostra injetada,
parametros de processamento dos picos como minima

area, visando detectar picos com cerca de 0,01% (% p/p
de ésteres metilicos)”"72.

= Acidos graxos da gordura de animais ruminantes
A gordura de animais ruminantes contém AGT, porém com
caracteristicas diferentes da GVPH. Quando comparado a
GVPH, o namero de isdbmeros é inferior e as sobreposicoes
ocorrem em menor extensao (principalmente do 18:1).
Dentre as gorduras de animais ruminantes, a dos produtos
lacteos sao as mais complexas. Podem conter centenas
de 4cidos graxos, isto é, saturados de 4 a 24 dtomos de
carbono, monoinsaturados, poli-insaturados, ramificados
e diversos isdbmeros frans, principalmente do 18:1 além dos
isbmeros conjugados do dcido linoleico (CLA). Face as
evidéncias benéficas a satide destes tiltimos componentes
e a variedade de matrizes alimentares disponiveis, tem
sido necessario o desenvolvimento de métodos adequados
a quantificagao dos diversos dcidos graxos na mesma
corrida. Kramer, Blackadar, Zhou’?, realizaram um estudo
bastante minucioso, comparando o desempenho de
duas colunas cromatograficas, uma de alta polaridade (FE
cianopropil siloxano) e longa (CP Sil 88, 100 m) e outra
mais curta com polaridade inferior (Supelcowax 10 de 60 m,
FE polietilenoglicol) para separagao de dcidos de baixo peso
molecular, isdbmeros cis/trans, inclusive CLA, em gordura
de leite de vaca. Neste estudo ficou bastante evidente que
colunas longas (100 m), e de alta polaridade, como CP Sil
88 ou SP 2560, sdao as mais eficientes para a separagao de
uma ampla gama de dcidos graxos que estdao presentes na
gordura do leite, inclusive os isdbmeros cis/trans.

Destaillats et al”* compararam diferentes técnicas
para a determinacao de AGT, especialmente o total
dos isdmeros trans 18:1 e o trans vacénico (18:1 11t), em
gordura de animais ruminantes. Aqueles pesquisadores,
por intermédio da otimizag¢ao da andlise direta por CG/
DIC, em coluna de 100 m, CP Sil 88, obtiveram resultados
similares as outras técnicas que empregam fracionamento
prévio dos isomeros tais como CCD e CLAE com ions de
prata e posterior andlise por CG/DIC .

Golay et al*’, validaram uma metodologia para
a determinagdo de acidos graxos em produtos lacteos,
inclusive trans, na qual nao é necessaria a extragao prévia
da gordura e a transesterificacao dos lipidios é feita
diretamente. As condi¢des da andlise cromatografica
também foram otimizadas, para evitar o fracionamento
previamente dos isomeros cis/trans por CCD.

Em 2007 a AOCS publicou uma metodologia
oficial (AOCS Ce 1j-07) para a determinagdo de acidos
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graxos, inclusive trans em gorduras ldcteas e de animais
ruminantes®, levando em conta as condigoes analiticas
estabelecidas nos trabalhos de Kramer, Blackadar, Zhou”?
e Golay et al*.

Considerando que uma tnica técnica croma-
tografica nao é capaz de resolver todos os EMAG da
gordura lactea, alternativas mais modernas como as
técnicas de cromatografia multidimensional tém sido
propostas para melhorar esta separacao. Neste tipo de
técnica sao empregadas combina¢des de colunas com
fases estaciondrias de diferentes polaridades e tamanhos
e sdo moduladas as concentra¢des dos analitos a serem
analisados, sendo apropriada para amostras com analitos
em concentra¢des bem diversas™.

» Determinacao de GT e AG cis/trans visando a informagao
nutricional na rotulagem dos alimentos

Uma vez que as legislagoes sobre rotulagem nutricional nao
especificam a metodologia analitica para a determinagado
de acidos graxos trans, varios grupos de pesquisa tém
se empenhado em estabelecer procedimentos rapidos e
confidveis, aplicdveis a um grande niimero de amostras,
isto é, 6leos refinados, produtos lacteos e produtos
alimenticios que contenham gordura hidrogenada. Este
é um grande desafio analitico, uma vez que a natureza e
nivel de concentra¢ao dos isomeros presentes sao bastante
variados.

A aplicabilidade dos métodos AOAC 996.01
e 996.06, para determinag¢do de GT e AG, visando
a informacao na rotulagem nutricional tem sido
comprovada para diversas matrizes de alimentos com
variadas quantidades de gordura?7¢%.

Um grupo de pesquisadores do FDA (Food and
Drug Administration), dos Estados Unidos, da Divisao de
Rotulagem Nutricional, modificou o0 método oficial AOAC
996.01 originalmente desenvolvido para andlise de dcidos
graxos em produtos derivados de cereais. O método foi
empregado na quantifica¢ao dos AG, incluindo os trans,
em materiais certificados (formulas infantis)’®” e em uma
grande variedade de produtos®.

De Vries et al.* propuseram alteragdes no método
AOAC 996.06, as quais prevéem a utilizagao de colunas
cromatograficas mais longas (SP 2560, 100 m), e de um
nimero maior de padroes cromatogrificos de EMAG
para a separagdo e identificagdo dos componentes, além
da utilizagdo da técnica de cromatografia gasosa com
detector de massas (CG/DM) para confirmar a identidade
de 4cidos graxos. Neste trabalho sugeriu-se a introdugao
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de tabelas com valores de retencdo relativa dos AG e
recomenda-se que a coluna empregada seja capaz de
resolver os picos adjacentes 20:1/18:3 e 22:1/20:3/20:4, com
valores de resolu¢do minima de 1,0. Estas recomendagdes
foram introduzidas no método AOAC 996.06 na revisao
publicada em 2001. Rozena et al. (2008) propuseram novas
modifica¢des no método visando principalmente otimizar
a separacao dos AGT*.

Virios métodos oficiais da American Oil Chemists
Society foram publicados considerando o célculo da
gordura total a partir dos dcidos graxos obtidos por CG/
DIC, com fins para a informacao nutricional. O método
AOCS Celh-05 (2005) foi desenvolvido por um grupo
de especialistas de industrias e laboratdrios do Estados
Unidos com o apoio do Food and Drug Administration
(FDA) e do Ministério da Saude do Canadé. Estd no
campo de aplicacdao a determinacao de dcidos graxos
cis/trans em amostras de GVPH e em 6leos vegetais
refinados, ndo sendo indicado para a determinacio
daqueles dcidos graxos em outras gorduras como a de
animais ruminantes. O método AOCS Ce 1j-07 (2007) é
aplicado a andlise de gorduras lacteas e de outros animais
ruminantes.

Tendo em vista a globalizacao dos mercados,
os paises que adotam a declara¢do obrigatéria de GT
e AG nos rétulos dos produtos embalados, como o
Brasil, devem buscar a padroniza¢do dos métodos
analiticos. Adicionalmente, é fundamental aprofundar os
conhecimentos sobre os métodos oficias recomendados
pela AOAC e AOCS para a informagao nutricional,
uma vez que a Comissdo do Codex Alimentarius tem
proposto o endosso de métodos como o AOAC 996.06
para a determinac¢ao de GT e dos dcidos graxos saturados
nos alimentos e 0 AOCS Ce 1h-05 para a quantificacao
de édcidos graxos poli-insaturados e trans®’, no caso de
disputas comerciais entre paises.

CONCLUSAO

Os aspectos abordados nesta revisao evidenciam a grande
influéncia que o conjunto de varidveis escolhidas nos
procedimentos de andlise e quantificagcao de lipidios
totais e dcidos graxos exercem nos valores obtidos,
culminando em distor¢des sérias apresentadas nos rotulos
dos produtos alimenticios disponiveis no mercado. Tais
evidéncias reforcam a necessidade de padronizagao das
metodologias analiticas nos laboratérios brasileiros, o
que é primordial para uma informac¢ao mais uniforme e
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exata ao consumidor, garantido o seu direito de escolha
de alimentos saudéveis, além de favorecer a insercao dos
produtos brasileiros no mercado internacional.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Brasil. Ministério da Satdde. Secretaria de Vigilancia Sanitdria.
Resolu¢ao RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003. Dispoe
sobre o Regulamento Técnico sobre Rotulagem Nutricional de
Alimentos Embalados. Didrio Oficial [da] Republica Federativa
do Brasil, Brasilia, DF, p.33-4, . 26 de dez. 2003. Se¢do 1.

Hawke C. Nutrition labels and health claims: the global regulatory
environment. Geneva: World Health Organization; 2004.

Organizacién Mundial de la Salud - OMS -. Estrategia mundial
sobre régimen alimentario, actividad fisica e salud. 57° Asamblea
Mundial de la Salud Ginebra; 2004 (WHA 57.17).

Organizacién Mundial de la Salud. — OMS. Dieta, nutricién y
prevencién de enfermedades crénicas. Ginebra; 2003 (Serie de
informes técnicos. 916).

Federal Register, Washington, Food and Drug Administration,
Food labeling: trans fatty acids in nutrition labeling; consumer
research to consider nutrient content and health claims and
possible footnote or disclosure statements. Final rule and proposed
rule. Acesso em: 12 out. 2003. Disponivel em: http://www.cfsan.
fda.gov.

Federal Register, Washington, Food and Drug Administration.
Nutritional and Labeling Educational Act. NLEA. 1990; 55, 29487.

Official Methods of Analysis of AOAC. 18™ ed., Gaithersburg:
AOAC International, 2005.

Fahy E, Subramaniam S, Brown HA, Glass CK, Merril AH, Murphy
RC et al. A comprehensive classification system for lipids. J Lipid
Res 2005; 46:840-61.

Curi R, Pompeia C, Miyasaka CK, Procépio J. Entendendo as
gorduras — os dcidos graxos. 1* ed., Sdo Paulo: Ed. Manole 2002
580p.

Simpoulos AP. Evolutionary aspects of diet the omega6/omega3
ratio and genetic variation: nutritional implications for chronic
diseases. Biomed Pharm 2006; 60:502-507.

Ascherio A, Katan MB, Stampfer MJ, Willet WC. Trans fatty acids
and coronary heart disease. N Engl ] Med. 1999; 340:1994-8.

Mozaffarian D, Katan MB, Ascherio A, Stampfer MJ, Willett, WC.
Trans fatty acids and cardiovascular disease. N Eng ] Med 2006;
354:1601-13.

Martinez TLR, Santos RD, Armaganijan D,Torres KP, Loure-Vale
A, Magalhdes ME et al. National alert campaign about increased
cholesterol, determination of cholesterol levels in 81,262 Brazilians.
Arq Bras Cardiol. 2003; 80:635-8.

Hulshof K, Erp-Baart MA, Anttolainen M, Becker W, Church SM,
Couet C et al. Intake of fat and fatty acids in Western Europe with
emphasis on trans fatty acids: the transfair study. Eur J Clin Nutr
1999; 53,143-57.

Brasil. Ministério da Sadde. Secretaria de Vigilancia Sanitaria.
Portaria n° 27 de 13 de janeiro de 1998. Aprova regulamento técnico
referente a Informagao nutricional complementar (declaragdes
relacionadas ao contetido de nutrientes), constantes do anexo
desta portaria. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF, p. 1 - E-4 de 16 de jan. 1998. Se¢ao 1-E.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Brasil. Ministério da Sauide. Secretaria de Vigilancia Sanitaria.
Resoluc¢ao RDC n° 40, de 21 mar¢o de 2001. Dispde sobre
Regulamento Técnico Obrigatério sobre rotulagem nutricional
de alimentos e bebidas embalados. Didrio Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, p.22-5, 22 de mar. 2001. Se¢do 1.

Brasil. Ministério da Satide. Secretaria de Vigilancia Sanitaria.
Resolu¢do RDC ne 359, de 23 dez. 2003. Dispde sobre o regulamento
técnico sobre porgdes de alimentos embalados para fins de
rotulagem nutricional. . Didrio Oficial [da] Republica Federativa
do Brasil, Brasilia, DF, p.34-7, 26 de dez. 2003. Segao 1.

Federal Register, Washington, Food and Drug Administration.
Food labeling: mandatory status of nutrition labeling and nutrient
content revision, format for nutritional label. Part 101- Food
labeling. 1993; 58: 2175-205.

Mancini-Filho J, Takemoto E, Aued-Pimentel S. Parametros de
identidade e qualidade de 6leos e gorduras. In: Almeida-Muradian
LB, Penteado MVC. Vigilancia sanitdria: topicos sobre legislagao e
andlise de alimentos. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2007 p.
81-107.

Leth T, Jensen HG, Mikkelsen AE, Bysted A. The effect of
the regulation on trans fatty acid contentin Danish food.
Atherosclerosis (Suppl) 2006; 7:53-6.

Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitdria. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria— ANVISA [ Sistema de Perguntas
e Respostas]. Gordura trans FAQ 1571. [Acesso em 16 set 2007].
Disponivel em: http://www.anvisa.gov.br/faqdinamica.

Mossoba MM, Kramer JKG, Delmonte P,Yurawecz MP, Rader JI.
Official methods for the determination of trans fat. Champaign:
AOCS press 2003.

Carpenter DM, Ngeh-Ngwainbi J, Lee S. Lipid Analysis. In:
Carpenter DE, Sullivan DM. Methods of analysis for nutritional
labeling. Arlington: AOAC International 1993 p 85-104.

Antoniassi R, Lago RCA. Lipid Extraction from different Matrices.
In: International workshop on fats, oils and oilseed analysis. Rio
de Janeiro: IUPAC 2000. p.160-8.

Lago RC, Piombo G, Antoniassi R. Lipid extraction from different
matrices. In: [TUPAC/AOCS Workshop on fats oils and oilseeds,
analysis and production. Tunis, Tunisia. 6-8 dez. Conferéncia.
2004.

Aued-Pimentel S, Kus MMM, Kumagai EE, Ruvieri V, Zenebon O.
Comparison of gas chromatographic and gravimetric methods
for quantization of total fat and fatty acids in foodstuffs. Quimica
Nova (no prelo, on-line).

Kus MMM, Aued-Pimentel S, Mancini-Filho J. Comparacao de
metodologias analiticas para a determinagdo de lipidios e dcidos
graxos poli-insaturados por cromatografia gasosa em férmula
infantil. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009; 68 (1):12-20.

Lobanco CM, Vedovato GM, Cano C, Bastos DHM. Fidedignidade
de rétulos de alimentos comercializados no municipio de Sao
Paulo, SP Rev Saude Publica 2009; 43:499-505.

Lutheia DL. Oil extraction and analysis. Critical issues and
comparative studies, Champaign (IL): AOCS press 2004.

Report of the AOAC International task forces on methods for
nutrient labeling analysis. ] AOAC. 1993; 76:180A-201A.
Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos
para andlise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz. 42 ed. Brasilia (DF): ANVISA; 2005.

Bligh EG, Dyer WJ. A rapid method of total lipid. Extraction and
purification. Can ] Biochem Physiol. 1959; 37:911-7.

179



Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e &cidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre
legislacdo e quantificacdo. Rev Inst Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 68(2):167-81, 2009.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

438.

49.

180

Folch J, Lees M, Stanley GHS. A simple method for the isolation
and purification of total lipids from animal tissues. ] Biol Chem
1957; 226: 497-509.

Christie WW. The lipid library. 2006 [Acesso em: 11 nov. 2006]
Disponivel em: http://www.lipidlibrary.co.uk/infores/lipids.htm.

Pérez-Palacio T, Ruiz J, Martin D, Murial E, Antequera T.
Comparison of different methods for total lipid quantification in
meat and meat products. Food Chemistry. 2008; 110: 1025-9.

Iverson SJ, Lang SLC, Cooper MH. Comparison of the Bligh and
Dyer and Folch methods for total lipid determination in a broad
range of marine tissue. Lipids. 2001; 36:1283 -7.

Ametaj BN, Bobe G, Lu Y, Young JW, Beitz DC. Effect of sample
preparation, length of time and sample size on quantification of
total lipids from bovine liver. ] Agric Food Chem. 2003; 51:2105- 10.

Ngeh-Ngwainbi J, Lin ], Chandler A. Determination of total,
saturated, unsaturated, and monounsaturated fats in cereal
products by acid hydrolysis and capillary gas chromatography:
colaborative study. ] AOAC Int. 1997; 80:359-72.

House SD, Larson PA, Johnson RR, DeVries JW, Martin DL. Gas
chromatographic determination of total fat extracted from food
samples using hydrolysis in the presence of antioxidants. JAOAC
Int. 1994; 77:960-5.

House SD. Determination of total, saturated and monounsaturated
fats in foodstuffs by hydrolytic extraction and gas chromatographic
quantitation: collaborative study. JAOAC Int .1997; 80:555-563.

Carrapiso Al, Garcia C. Development in lipid analysis: some new
extraction techniques and in situ tranesterification. Lipids. 2000;
35:1167-77.

Christie WW. Preparation of esters derivatives of fatty acids for
chromatographic analysis. In: Advances in lipid methodology — two.
1993 p.69-111. [Acesso em: 05 out.2004]. Disponivel em: http://
www.lipid.co.uk/infores/topics/methests/index.htm.

Kramer JKG, Fellner V, Dugan MER, Sauer FD, Massoba MM,
Yurawecz MP. Evaluating acid and base catalysis in the methylation
of milk and rumen fatty acids with special emphasis on conjugated
dienes and total trans fatty acids. Lipids 1997 32:1220-8.

Aued-Pimentel S, LagoJHG, Chaves MH, Kumagai EE. Evaluation
of a methylation procedure to determine cyclopropenoids fatty
acids from Sterculia striata st. Hil. et Nauds seed oil. ] Chromatogr
A.2004; 1054: 235-9.

Ratnayake WMN. Overview of methods for the determination
of trans fatty acids by gas chromatography, silver-ion thin layer
chromatography, silver-ion liquid chromatography and gas
chromatography/mass spectrometry. JAOAC Int. 2004; 87: 523-39.
Aued-Pimentel S, Kumagai EE, Kus MMM, Caruso MSF, Tavares M,
Zenebon O. Acidos graxos trans em 6leos vegetais poli-insaturados
refinados comercializados no Estado de Sao Paulo, Brasil. Cién
Tecnol Alim 2009 29:646-51.

Milinsk MC, Matsushita M, Visentainer JV, Oliveira CC, Souza
NE. Comparative Analysis of Eight Esterification Methods in the
Quantitative Determination of Vegetable Oil Fatty Acid Methyl
Esters (FAME) J Braz Chem Soc. 2008; 19:1475-83.

Aued-Pimentel S, Caruso MSF, Kumagai EE, Ruvieri V, Zenebon O.
Acidos graxos saturados em produtos alimenticios: comparagio de
procedimentos na andlise por cromatografia em fase gasosa. Rev
Inst Adolfo Lutz .2005; 64:167-72.

Hartman L, Lago RCA. Rapid preparation of fatty acid methyl
esters from lipids. Lab Prac. 1973; 22: 475-6.

50.

51.

52.

53.

54

55.
56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65

66.

67.

68.

Golay PA, Dionisi F, Hug B,Giuffrida F, Destaillats F. Direct
quantification of fatty acids in dairy powders with special emphasis
on trans fatty acid content. Food Chemistry. 2006; 101:1115-20.

Mazalli MR, Bragagnolo N. Validation of two methods for fatty
acids analysis in eggs. Lipids. 2007; 55:2743-8.

Official methods and recommended practices of the AOCS. 5%
ed, Champaign (IL): AOCS. Additions and revisions 2007-2008.
Method Ce 1k-07, Method Ce 1j-07

ISO - International Organization for Standardization. Animal and
vegetable fats and oils Preparation of methyl ester of fatty acids
(ISO 5508). Switzerland: 1SO;1990.

James AT, Martin AJP Gas liquid partition chromatography: the
separation and micro estimation of volatile fatty acids from formic
acid to dodecanoic acid. Biochem J. 1952; 50:679-90.

Lancas FM. Cromatografia em fase gasosa. Sao Paulo: Acta;1993.

Mc Cance, Widdowson’s editors. The composition of food. 6%ed.
Cambridge: Royal Society of Chemistry 2002.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler, J. Lipid conversion
factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem
Soc. 1977; 54:36-40.

Posati LP, Kinsella JE, Watt BK. Comprehensive evaluation of fatty
acids in food. III. Egg and egg products. ] Am Diet Assoc. 1975
67:111-5.

International Organization for Standardization — ISO. Animal and
vegetable fats and oils. Analysis by gas chromatography of methyl
esters of fatty acids (ISO 5509E). Switzerland: ISO 1978.

International Organization for Standardization — ISO. Animal
and vegetable fats and oils. Determination of the content of trans
fatty acid isomers of vegetable fats and oils. Gas chromatographic
method (ISO15304(E). 2 ed. Switzerland: ISO 2002.

Official methods and recommended practices of the AOCS. 5%
ed, Champaign (IL): AOCS. Additions and revisions 1999-2006.
Method Ce 1h-05. Method Cd 14d 99. Method Cd 14-95.

Ackman RG, Sipos JC. Application of specific response factors in
the gas chromatographic analysis of mehyl esters of fatty acids with
flame ionization detector. ] Am Oil Chem Soc. 1964; 41:377-8.

Bannon CD, Graske JD, Hillker AE. Analysis of fatty acid methyl
esters with high accuracy and reliability V.Validation of theoretical
relative response factors of unsaturated esters in the flame
ionization detector. ] Am Oil Chem Soc. 1986; 63:105-10.

Schreiner M. Quantification of long chain polyunsaturated fatty
acids by gas chromatography. Evaluation of factors affecting
accuracy. ] Chromatogr A. 2005; 1095:126-30.

Mosoba M, Kramer J. Official Methods for Determination of Trans
fat. 2nd ed, Champaign: AOCS press 2009.

Kodali DR, List GR. Trans fat alternatives. Champaign: AOCS press;
2005.

Miyake Y, Yokomizo K. Determination of cis- and trans-18:1 fatty
acid isomers in hydrogenated vegetable oils by high-resolution
carbon nuclear magnetic resonance. ] Am Oil Chem Soc. 1998;
75:801-5.

Cruz-Hernandez C, Deng Z, Zhou J, Hill AR, Yurawecz MP,
Delmonte P, Mossoba MM, Dugan MER, Kramer JKG. Methods
for analysis of conjugated linoleic acids and trans-18:1 isomers in
dairy fats by using a combination of gas chromatography, silver-
ion thin layer chromatography/gas chromatography, and silver-ion
liquid chromatography. JAOAC Int. 2004; 87: 545-62.



Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e &cidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre
legislacdo e quantificacdo. Rev Inst Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 68(2):167-81, 2009.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Ratnayake WMN, Plouffe L], Pasquier E, Gagnon C. Temperature
sensitive resolution of partially hydrogenated vegetable oils on
SP-2560 and SP-Sil 88 capillary columns. JAOAC Int. 2002;
85:1112-8.

Ratnayake WMN, Hansen SL, Kennedy MP. Evaluation of the CP-Sil
88 and SP-2560 GC columns used in the recently approved AOCS
official method Ce 1h-05: determination of cis-trans -,saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in vegetable or
non-ruminant animal oils and fats by capillary GLC method.J Am
Qil Chem Soc. 2006; 83:475-88.

Ceriani R, Meirelles AJA. Formation of trans PUFA during
deodorization of canola oil: a study through computational
simulation. Chem Eng Proc. 2007; 46:775-85.

Buchgraber M, Ulberth F. Determination of low level trans
unsaturation in physically refined vegetable oils by capillary GLC -
results of 3 intercomparison studies. Eur J Lipid Sci Technol. 2002;
104: 792-99.

Kramer JKG, Blackadar CB, Zhou J. Evaluation of two GC columns
(60-m SUPELCOWAX 10 and 100 m CP-Sil 88) for analysis of
milkfat with emphasis on CLA, 18:1, C18:2 and C18:3 isomers,
and short- and long-chain FA. Lipids. 2002; 37: 823-35.

Destaillats F, Golay PA, Joffre F, Wispelaere M, Hug B, Giuffrida
F et al. Comparison of available analytical methods to
mensure trans-octadecenoic acid isomeric profile and content
by gas-liquid chromatography in milk fat. ] Chromatogr A.
2007;1145:222-8.

Vlaeminck B, Harynuk J, Fievez V, Marriott P. Comprehensive
two-dimensional gas chromatography for the separation of fatty
acids in milk. Eur J Lipid Sci Technol. 2007; 109: 757-66.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Ali LH, Angyal G, Weaker CM, Rader JI. Comparison of capillary
column gas chromatographic and AOAC gravimetric procedures
for total fat and distribution of fatty acids in food. Food Chemistry.
1997; 58:149-160.

Rader JI, Anguila G, O’Dell RG, Weaver CM, Sheppard AJ, Bueno
P. Determination of total fat and saturated fat in foods by packed
column gas-liquid chromatography after acid hydrolysis. Food
Chemistry. 1995; 54:419-27.

Satchithanandam S, Fritsche J, Rader JI. Extension of AOAC Official
Method 996.01 to the analysis of standard reference material (SRM)
1846 and infant formulas. J.AOAC Int. 2001; 84:805-14.

Satchithanandam S, Fritsche J, Rader JI. Gas chromatographic
analysis of infant formulas for total fatty acids, including trans
fatty acids. ] AOAC Int. 2002; 85:86-94.

Satchithanandam S, Carolyn J, Oles Spease CJ, Brandt MM,
Yurawecz MP, Rader JI. Trans, Saturated, and Unsaturated Fat in
Foods in the United States Prior to Mandatory Trans-Fat Labeling.
Lipids. 2004; 39:11-8.

De Vries JW, Kjos L, Grof L, Martin B, Cernohous K, Patel H et
al. Studies in improvement of Official Method 996.06. JAOAC
Int.1999; 82:1146-55.

Rozena B, Mitchell B, Winters D, Kohn A, Sullivan D, Meinholz
E. Proposed modifications to AOAC 996.06, optimizing the
determination of trans fatty acids: presentation of data. JAOAC
Int. 2008; 92: 92-7.

Codex Alimentarius Commission. Report of the the twenty eighth
session of the Codex Committee on methods of analysis and
sampling. Budapest, Hungary. 5-9 March, 2007.

181



ARTIGO DE REVIsAo/ REVIEW ARTICLE

Diagnéstico de infeccao por virus linfotrépicos de células T humanas
dos tipos 1 (HTLV-1) e -2 (HTLV-2) em populacao de risco: passado,
presente e futuro

Diagnosis of human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) and type 2
(HTLV-2) infection in at-risk populations: past, present and future

RIALA6/1206

Adele CATERINO-DE-ARAUJO*

*Enderego para correspondéncia: Se¢ao de Imunologia, Divisao de Biologia Médica, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP,
Brasil, Av. Dr. Arnaldo , 351, CEP 01246-902, e-mail: caterino@ial.sp.gov.br
Recebido: 26.05.2009 — Aceito para publicagdo: 02.07.2009

RESUMO

O Brasil é o pais com o maior ndmero de pessoas infectadas pelos virus linfotrépicos de células T humanas dos tipos 1
e -2 (HTLV-1 e HTLV-2) com mais de 2,5 milhdes de individuos infectados. Em 1993, a realiza¢do de testes soroldgicos
especificos tornou-se obrigatéria em Bancos de Sangue. O HTLV-1 causa leucemia/linfoma de células T do adulto e
mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical além de outras doengas, enquanto o HTLV-2 pode causar
alguns quadros neuroldgicos e alterar a evolucao de HIV/Aids. Os testes soroldgicos que identificam anticorpos especificos
disponiveis no mercado tém falhado no diagnéstico, principalmente de infecgao por HTLV-2. Varios algoritmos de testes
de triagem e confirmatérios tém sido propostos, mas nenhum deles se mostrou 100% eficiente com casuistica de alto
risco. Muitos soros resultam em padrao indeterminado no Western blot, e os isolados virais utilizados na composi¢do dos
kits podem ser a causa desses resultados. As técnicas de biologia molecular tém sido descritas como testes confirmatérios,
mas nao tém sido empregadas na rotina. Desde 1991, a Se¢do de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz tem estudado a
infecgdo por HTLV-1/2, contribuindo para o diagnéstico sorolégico e molecular, e tem como desafio implantar um teste
laboratorial capaz de detectar infec¢do causada por cepas brasileiras de HTLV-2.

Palavras-chave. virus linfotrépicos de células T humanas tipo 1 (HTLV-1); virus linfotrépicos de células T humanas tipo
2 (HTLV-2); diagnostico laboratorial; sorologia; ensaio imunoenzimadtico (EIA); Western blot (WB); reagdo em cadeia
da polimerase (PCR).

ABSTRACT

Brazil presents the major number of human T lymphotropic virus type 1 and type 2 (HTLV-1 and HTLV-2) infections
worldwide, with more than 2.5 million infected individuals. In 1993, HTLV serology was considered mandatory in blood
banks. HTLV-1 causes adult T-cell leukemia and mielopathy associated with HTLV-1/tropical spastic paraparesis, in
addition to other diseases. HTLV-2 has been pointed as the cause of some neurological manifestations and to interfere
in HIV/AIDS progression. Commercially available serological assays, which identify specific antibodies, lack in correctly
diagnosing, mostly for HTLV-2 infection. Several screening and confirmatory testing algorithm for HTLV-1/2 infections
have been proposed, but none of them showed 100% efficiency in diagnosing high-risk individuals. Remarkable number
of sera has resulted in indeterminate Western blot, and this could be a consequence of the viruses isolates employed for the
kits composition. It has been proposed the use of molecular assays as confirmatory test, but they have not been employed
in routine yet. Since 1991, the Immunology Department of Instituto Adolfo Lutz has led to carrying out the serological
and molecular studies on HTLV-1/2 infections, and presently it has a challenge for improving the laboratory diagnosis
of HTLV-2.

Key words. human T-cell lymphotopic virus type 1 (HTLV-1); human T-cell lymphotropic virus type 2 (HTLV-2); diagnosis;
serology; enzyme immunoassay (EIA); Western blot (WB); polymerase chain reaction (PCR)
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INTRODUCAO

Em 1983, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) de Sao Paulo foi
convidado a participar de um Programa de Controle,
Diagnostico e Prevenc¢ao da AIDS denominado Programa
Especial de Dermatologia Sanitdria (PEDS) da Secretaria
de Estado da Satide e coube a Secido de Imunologia deste
Instituto o diagndstico imunoldgico de casos suspeitos
desta infec¢do/doen¢a. Com os 110 primeiros casos
suspeitos de Aids foi possivel realizar um trabalho de
Dissertacio de Mestrado defendida na Escola Paulista
de Medicina (EPM/UNIFESP) em 1986 ', e implantar
a quantificacdo de células CD4+/CD8+ na rotina
diagndstica deste Instituto **.

No ano de 1991, com a experiéncia adquirida
no estudo do HIV/Aids, teve inicio a pesquisa de outros
retrovirus: virus linfotrépicos de células T humanas dos
tipos 1 e -2 (HTLV-1 e HTLV-2), que compartilhavam
as mesmas vias de transmissao/aquisi¢ao do HIV.
Inicialmente, foram realizados estudos de soroprevaléncia
buscando detectar anticorpos anti-HTLV-1/2 em
pacientes infectados pelo HIV/Aids atendidos no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas °7 e em Centro
de Testagem Anonima de Sao Paulo (COAS) 8. Naquela
época, foram utilizados ensaios imunoenzimaticos
comerciais (EIA) de 1* geragao que continham na
fase s6lida lisado viral do HTLV-1. Posteriormente,
foram acrescentados lisado viral do HTLV-2, proteinas
recombinantes e/ou peptideos sintéticos e usada técnica
indireta de pesquisa de anticorpos ”'°. Mais recentemente,
foram disponibilizados os EIAs de 3 geragdo que usam
o principio do sanduiche .

Os testes soroldgicos confirmatérios iniciais
foram o Western blot (WB) e a imunofluorescéncia
indireta (IFI), sendo a IFI um teste “in house” > e 0 WB
disponivel no mercado. Vérias versdes do WB foram
feitas, inicialmente usando lisado viral do HTLV-1,
posteriormente acrescentando-se proteina recombinante
dos envelopes dos HTLV-1 e -2 [rgp46-1 (MTA-1) e rgp46-
IT (K-55)] e uma proteina recombinante transmenbrana
comum aos HTLVs (rgp2le), e finalmente uma versao
melhorada da rgp2le denominada GD21 (WB 2.4,
Genelabs Diagnostics, Singapore) *°. No entanto, apesar
das modifica¢des observou-se falha no diagndstico
sorolégico de casos verdadeiramente infectados pelo
HTLV-2 7203,

Com o passar dos anos e usando técnicas de
biologia molecular, foi possivel detectar um subtipo

diferente de HTLV-2 circulando no Brasil. A principio
pensou-se em uma variante do HTLV-2a, mas com estudos
mais detalhados foi constatado tratar-se de um subtipo
diferente, denominado HTLV-2¢ **%. Este subtipo viral
ocorre de forma endémica em populagdes indigenas da
Amazonia brasileira e em usuarios de drogas endovenosas,
HIV positivos ou nao de regioes urbanas do Brasil **7'.

Junto aos trabalhos de pesquisa sobre a infec¢ao
por HTLV conduzidos na Se¢ao de Imunologia do
IAL durante estes anos [trés Dissertagoes de Mestrado
defendidas **?*, um Projeto de Pés-Doutorado no
Exterior (FAPESP 94/13315-8), além de varios trabalhos
publicados] 7#2-%3342 foi oferecida a sorologia para a
pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 como rotina para
Unidades de Satide que atendem pacientes do SUS. Isto
vem sendo feito desde dezembro de 1998, sendo a clientela
principalmente de Centros de Referéncia e Treinamento
em AIDS (CRT-AIDS) de Sao Paulo e de Ambulatérios
de Especialidades do SUS.

Uma andlise detalhada desta prestacao de servico
mostrou que: primeiro, apesar dos kits EIA de 3 geracao
usarem a técnica de sanduiche e serem capazes de detectar
anticorpos de todas as classes de imunoglobulinas, eles
ainda nao sao suficientemente eficientes para detectar
todos os casos de infeccao por HTLV-2 no Brasil .
Segundo, tanto o HTLV-1 como o HTLV-2 circulam em
Sao Paulo, com maior nimero de casos positivos para
o HTLV-1 em Ambulatérios de Especialidades do SUS
% Terceiro, ha um nimero grande de casos que, mesmo
apés o teste confirmatério de WB, continuam sendo
classificados como indeterminados para a infecgao por
HTLV-1/2 e isto se manteve com o passar dos anos *.
Quarto: héd necessidade de se utilizarem dois kits de
principios e composi¢ao antigénica diferentes para a
triagem soroldgica de infec¢do por HTLV em populagao
de risco de Sao Paulo e provavelmente de toda a América
Latina ***!.. Quinto, os kits de 3* gera¢do, embora mais
sensiveis que os de geragdes anteriores, se mostraram
menos especificos havendo necessidade de se determinar
o “cutoff” 6timo para cada kit EIA usando andlise ROC
(receiver operating characteristics) *.

Em relacio ao teste confirmatério de WB, o fato
é que o kit disponivel no mercado (WB 2.4, Genelabs
Diagnostics, Singapore) foi produzido com cepas isoladas
de casos japoneses e norte-americanos de infec¢ao por
HTLV-1 e-2 7" e ndo tem mostrado bom desempenho
com cepas de HTLV-2 brasileiras. Varios estudos con-
duzidos no Brasil e no exterior mostraram falha do
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WB no diagndstico de infeccdo por HTLV-2 em casos
verdadeiramente positivos, confirmados por IFI e pela
rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) 7%,

Nos anos de 1994 a 1997, pesquisadores da
Se¢dao de Imunologia do IAL realizaram estudos em
colaboracao com pesquisadores italianos e verificaram
diferencas nas sequéncias de DNA de varias regioes do
genoma de isolados de HTLV-2 brasileiros (obtidos de
pacientes coinfectados pelo HIV/Aids de Sao Paulo) em
relacao aos protétipos internacionais (MoT e NRA) #142,
Sugeriram que alteragdes no envelope viral poderiam ser
as responsdaveis pelos resultados indeterminados obtidos
no WB 2.4 4. Mais recentemente, usando casuistica do
norte do estado do Parand foram observados casos com
padrao indeterminado ao WB que estavam infectados
pelo HTLV-2 e que foram confirmados e subtipados
pelas técnicas de PCR e RFLP (restriction fragment length
polymorphism analysis) 3.

Em relagao aos HTLV-1 que circulam no Brasil,
estes pertencem ao grupo Cosmopolita, subgrupos A
ou transcontinental e, B ou Japonés *>**¢. Nao se tem
observado dificuldades no diagnéstico de infecgao por
HTLV-1 no Brasil e no mundo, sendo possivel utilizar na
triagem soroldgica e na confirmagao diagndstica os kits
disponiveis no comércio.

Em populagoes de baixa prevaléncia de infecgao
por HTLV-1/2 (doadores de sangue, por exemplo), a
triagem com um unico teste EIA parece ser suficiente.
No entanto, quando se trata de popula¢do de risco que
apresenta maior nimero casos de infeccao por HTTV-2
(pessoas HIV positivas, usudrios de drogas endovenosas,
indios da Amazonia, entre outros), o melhor esquema de
triagem bem como o melhor teste confirmatério ainda
estd por ser definido. Para se ter uma ideia de custo/
beneficio, cada tira de WB custa cerca de U$ 240,00 e 30%
da populagao de alto risco continua resultando sorologia
indeterminada ao teste de WB.

Junte-se a tudo o que foi comentado o fato do Brasil
despontar como o pais com o maior nimero de pessoas
soropositivas para a infec¢ao por HTLV-1/2 com mais de
2,5 milhoes de infectados e sua sorologia ser obrigatdria
em Bancos de Sangue desde 1993 ¥. Apesar de somente
5% dos casos de infeccao por HTLV-1 evoluirem para ATL
e HAM/TSP, a gravidade dessas doencas (alta morbidade
e mortalidade) e o grande nimero de infectados torna
importante seu diagndstico diferencial. Recentemente,
a infec¢ao por HTLV-2 em individuos coinfectados pelo
HIV foi apontada como responsavel por progressao lenta
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da Aids, provavelmente pela producido de quimiocinas
(MIP-1 alfa ou CCL3L1) que interferem nos receptores
CCR5 (correceptores para o HIV) impedindo a penetragao
do HIV na célula hospedeira **. Porém, mais estudos sdo
necessdrios para confirmar esta associagao.

Concluindo, estudo de cepas de HTLV-2 brasileiras,
da resposta imune induzida por estas cepas e de um teste
confirmatério de infec¢do por HTLV-2 sdo os desafios que
se impdem para o futuro para a Se¢ao de Imunologia do
Instituto Adolfo Lutz.
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ABSTRACT

Hydrosoluble vitamins B, B,, B, and PP are essential organic substances for human organism, functioning as
coenzymes on several metabolic cycles. In the present investigation four vitamins of B complex and its vitamers
contents were determined in royal jelly samples marketed in Sdo Paulo, Brazil. A single extraction process was
employed, and each vitamin was determined by HPLC using C18 column and detected by fluorescence. Four
samples from different suppliers were analyzed, and the results varied from 0.08 to 0.41 mg/100g (vitamin B, or
thiamine); from 0.01 to 0.05 mg/100g (vitamin B, or riboflavin); from 0.13 to 0.38 mg/100g (piridoxal - vitamin
B,); from 0.26 to 1.38 mg/100g (piridoxamine - vitamin B,); from 0.21 to 0.57 mg/100g (niacin - vitamin PP);
and from 1.56 to 2.00 mg/100g (niacinamide - vitamin PP). These data show that royal jelly is not an important
source of the analyzed vitamins, though the results indicate that the employed technique is suitable for determining
these four vitamins and its vitamers.

Key words. royal jelly, vitamins, HPLC.

RESUMO

As vitaminas hidrossoluveis B,, B,, B, e PP sdo importantes substancias para o organismo humano, que atuam
como coenzimas em diversos ciclos metabolicos. No presente trabalho, foram determinados os teores de quatro
vitaminas do complexo B e de seus vitameros em amostras de geleia real comercializadas no Estado de Sao Paulo.
Foi utilizado um tnico processo de extragdo e a determinagio de cada vitamina foi realizada por CLAE utilizando-se
coluna C18 e a detecgdo foi feita por fluorescéncia. Quatro amostras de diferentes fornecedores foram analisadas
e os resultados variaram de 0,08 a 0,41 mg/100g (vitamina B ou tiamina); de 0,01 a 0,05 mg/100g (vitamina
B, ou riboflavina); de 0,13 a 0,38 mg/100g (piridoxal — vitamina B); de 0,26 a 1,38 mg/100g (piridoxamina -
vitamina B 6); de 0,21 a 0,57 mg/100g (niacina — vitamina PP) e de 1,56 a 2,00 mg/100g (niacinamida - vitamina
PP). Conclui-se que a geleia real ndo ¢ fonte importante dessas vitaminas, mas verifica-se que a técnica utilizada
¢é adequada para efetuar as determinagdes das quatro vitaminas analisadas e de seus vitimeros.

Palavras-chave. geleia real, vitaminas, tiamina, riboflavina, piridoxol, niacina.
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INTRODUCAO

Vitamins are essential organic compounds for human
metabolism. They are in most of the foods in low
concentrations. Several compounds have vitamin activity
and can be divided in two groups according to their
solubility: liposoluble vitamins (A, D, E and K) and water-
soluble vitamins (C,B,, B,, B, or panthotenic acid, B o By
PP ou niacinor B,, folic acid, biotin, inositol and choline).
The biological activity of each vitamin can be due to one
or more compounds called vitamers" 2.

Vitamin B, or thiamine was the first compound to
be called vitamin at the beginning of 20" century and it
was related to beriberi disease. Riboflavin or vitamin B, was
firstly identified as a resistant factor to high temperature
present in yeast extract. Three different compounds are
called vitamin B: riboflavin, flavin mononucleotide or
riboflavin 5-phosohate and flavin adenine dinucleotideo
or riboflavin 5’-adenosilphosphate**.

Vitamin B, is a group of six compounds
(pyridoxol and pyridoxol phosphate, pyridoxal and
pyridoxal phosphate, pyridoxamine and pyridoxamine
phosphate) that acts as coenzymes in fatty acids and lipids
metabolism. Vitamin PP has two active forms, niacin and
niacinamide, that are part of the coenzymes nicotinamide
adenin dinucleotide (NAD) and nicotinamide adenine
dinucleotideo phosphate (NADP)>%7#°. These vitamins
are wide spread throughout the food, as flour, milk and
dairy products. Some bee products are known to have
high vitamin content, mainly royal jelly (R]).

RJ is a honeybee’s secretion from hypopharyngeal
and madibular glands used for nutrition of honeybee
workers, drones and queens, although only the queen
receives R] throughout its life'’.

For the importance of vitamins in nutrition and
the lack of knowledge about vitamin content in many
foods, it is necessary to have reliable data obtained through
validated methods.

The official methods for water soluble vitamins
are microbiological or spectrophotometric ones, both
time consuming and difficult to perform. Nowadays,
chromatographic methods have been developed for
vitamins B , B, B, and PP determination. The procedure
described by Moreschi'' has a common extraction
procedure followed by specific chromatographic
determination to identify and quantify the different
vitamers of these 4 vitamins (riboflavin, thiamine,
pyridoxol, pyridoxal, pyridoxamine, niacin and
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niacinamide) and it was applied to determine these
vitamins in RJ.

The objective of this work is to have preliminary
data regarding B vitamins (B , B,, B, and PP) in commercial
samples of RJ from Sdo Paulo and also to contribute to
food composition databases.

MATERIAL AND METHODS

= Material

Analytical standards of thiamine mononitrate, riboflavin,
pyridoxol hydrochloride, pyridoxal hydrochloride,
pyridoxamine dihidrochloride, niacin and niacinamide
from Merck were used.

The stock solution of vitamin B, (thiamine
mononitrate) was prepared by dissolving 25 mg of
the component in a volumetric flask of 500 mL of
hydrochloric acid 0,1 M.

Riboflavin (vitamin B,) was weighed (25 mg) in an
erlenmeyer and 1.2 mL of acetic acid and about 50 mL of
deminarilized water was added; this solution was heated
to boiling, cooled to room temperature and transferred
to 500 mL volumetric flask and completed to mark with
deionized water.

Niacin and niacinamide stock solutions were
prepared by dissolving 25 mg of each vitamin in a 250
mL volumetric flask with deionized water.

Vitamin B, (pyridoxal, pyridoxol and
pyridoxamine) standard solutions were prepared by
dissolving 10 mg of each component in a 1000 mL
volumetric flask with deionized water. These solutions
were kept in dark glass volumetric flasks at 4°C in
refrigerator for 1 month. Working solutions were prepared
by dilution daily.

Mobile phase for vitamins B, and B, was prepared
by dissolving 0.95g de hexanesulfonic (PIC-6) in 900
mL of deionized water, 95 mL of acetonitrile (HPLC
grade) and 0.5 mL of ammonium hydroxide. The pH
of this solution was adjusted to 3.6 with phosphoric
acid and then 70 mL of deionized water and 22 mL of
acetonitrile was added. The post-column reagent for
vitamin B, determination is obtained by mixing 60 mL of
1% potassium ferricyanide solution and 440 mL of 15%
sodium hydroxide solution.

Vitamin B, mobile phase was obtained by
dissolving 6.80 g of potassium dihidrogenophosphate and
0.14g of heptanosulfonic sodium salt (PIC-7) in 500 mL
of deionized water. The pH of this solution was adjusted
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with phosphoric acid to 2.5. After the pH adjusted, the
solution was transferred to 1000mL volumetric flask and
made up to the mark with deionized water.

The mobile phase for vitamin PP determination
was prepared by dissolving 9.54¢g of potassium dihidrog-
enophosphate in 500 mL of deionized water and adding
7.6 mL of peroxide of hydrogenium and 1.0 mL of copper
sulfate solution 5SmM. The volume was adjusted to 1000
mL with deionized water.

The reagents used to prepare the mobile phases
were analytical grade and the solvents, HPLC grades. All
the mobile phases, standards and sample solutions were
filtered through 0.45 pm filter prior to injection in the
chromatographic system.

The reagents used during the extraction procedures
were hydrochloric acid 0.1 M and sodium acetate 2.5M
prepared using analytical grades reagents.

Few trademarks of RJ are found in the market,
most of them are from China. It was chosen two frozen
samples of the same trade market, one sample (lyophilized)
from other trademark and one sample acquired direct
from local producer. All samples were kept frozen until
the analyses were performed.

METHODS

= Instrumentation

Chromatographic systems (Waters®) were composed by
isocratic pump (model 510), automatic injector (model
WISP 717+) and fluorescence detector (model 474).
For vitamin B, determination it was used a post column
reagent pump (Water®) and for vitamin PP the post
column reaction was performed under a UV radiation
from a black light as described in Lahély et al.".

The fluorescence detector was adjusted at excitation
wavelength (A ) 360 nm and emission wavelength () 435
nm for vitamin B,. For vitamin B, determination it was used
the Xm =450 nm and kem =530 nm, vitamin B, used KCXC =
296nmand A = 390nm and for vitamin PP the wavelength
adjustment was A__ =322 nmand A__ = 380 nm.

Vitamin B, mobile phase flow was set up at 0.6
mL/min and the others vitamins were analyzed using
a flow rate of 1.0 mL/min. The injection volume for all
determinations was 20 pL.

Chromatographic columns were all C ; spherical,
5um particle size and the length varying according to the
vitamin. For vitamins B, and B, the column length was

Table 1. Analytical conditions for vitamins B1, B2, B6 and PP determination

Vitamin B, Vitamin B, Vitamin B Vitamin PP
Lichrsospher C18
Column Lichrospher C18, 5um, 125 mm endcapped, 5um, Superspher C18,
5pm, 250 mm
250 mm
; o Potassium dihidrog- . d|h|drog—
. PIC-6; acetonitrile; , . enophosphate; perox-
Mobile Phase : : enophosphate; PIC-7; . S
ammonium hydroxide - pH 3.6 o ide of hydrogenium;
acetonitrile - pH 2.5.
copper sulfate
Flow rate 1,0 mL/min 0,6 mL/min 1,0 mL/min
Injection volume 20 pL
A -360 nm A -450 nm A -296 nm A -322nm
Wavelength exc exc exc exc
A, -435nm A, - 530 nm A, -390nm A -380nm
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Lichrospher C18, 5um, 125 mm; for vitamin B_ it was
used a Lichrsospher C18 endcapped, 5um, 250 mm and
for vitamin PP a Superspher C18, 5um, 250 mm. All the
columns were acquired from Merck.

= Procedure
After the samples reach the room temperature, 5g were
weighed in a dark glass 125 mL erlenmeyer. Add 50 mL
of hydrochloric acid and take the erlenmeyer in a water
bath with boiling water for 30 minutes. After this period,
the samples are taken from the water bath, cooled to
room temperature and adjusted the pH solution to 4.6
with sodium acetate 2.5 M. The solution is transferred to
brown 100 mL volumetric flask and maked up to the mark
with deionized water. The extract was filtered through
analytical paper filter and then through 0.45 pm filter into
chromatographic vials.

The standard curves were prepared for vitamins
B,, B,, B, (hydroxol hydrochloride) and PP (niacin and
niacinamide) with concentration from 0.1 to 2.0 pg/mL;
vitamin B, (hydroxal hydrochloride and hidroxamine
dihidrochloride) from 0.05 to 1.0 pg/mL. Dilution was
performed with Milli-Q water.

The summary of the analytical conditions are
presented in Table 1.

RESULTS AND DISCUSSION

The performance characteristics for this method (linearity,
precision, trueness, limit of detection and quantitation,
specificity and rudgeness) were determined previously'.
To verify the method performance for royal jelly samples,
it was evaluated precision under repeatability conditions

and trueness by recovery of added standards in the sample
just after the weighing. The amount added for each
vitamin was equivalent to about 0.80 mg/100g for vitamin
B,, B, and pyridoxol, 0.40 mg/100g for pyridoxal and
piridoxamine and about 4.0 mg/100g for both vitamers
of vitamin PP.

The recoveries varied depending on the vitamers
analyzed from 79 to 112% as showed in Table 2.

The average recoveries and the standard deviation
obtained for the vitamins showed that the method
performance is in line with the vitamins methods in food
in the literature.

As the method performance showed adequate for
the determination, analyses were done using the samples
collected at local markets. Results obtained are showed
in Table 3.

Detection and quantitation limit for the method
was calculated based on signal/noise procedure as
described by Moreschi''.

The results showed that the vitamin content
varies within the samples, probably due to different
sources of the royal jelly and no vitamin B, was found.
The vitamin B, was presented in the forms of pyridoxal
and piridoxamine.

When comparing these values to those found in
literature*®>'*, vitamin B, is within the limits of the literature
(0.14 - 0.67 mg/100g) as the vitamin B, (0.10 — 0.48
mg/100g). The values from the literature for vitamin PP (4.8
— 8.8 mg/100g) are higher than the obtained in this paper as
well the vitamin B, content in literature reaches 2.5 mg/100g,
much higher than the results presented here. It is possible to
have results comparable to the literature ones if a bigger and
more representative sampling is conducted latter.

Table 2. Recoveries of added standard for vitamers of vitamins B1, B2, B6 and PP

Vitamin B, Vitamin B o Vitamin PP
*) L *) d Vitamin B, (**%)
Thiamin and Hydroxol Hydroxal Hydroxamine
. Riboflavin hydrochloride hydrochloride dihidrochloride Niacin Niacinamide
mononitrate *) (**) (**)
Average (%) 84 84 110 103 105 89 92
SD (%) 4 2 0.8 3 4 2 3

Average and standard deviation (SD) from 6 determinations for each vitamer.

(*) addition of about 0.80 mg/100g.
(**) addition of about 0.40 mg/100g.
(***) addition of about 4.0 mg/100g.
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Table 3. Results of vitamins from different brands of royal jelly obtained from local market

Vitamin B, Vitamin B, Vitamin B, Vitamin PP
Brand
Thiamine  Riboflavin Hydroxol Hydroxal Hydroxamine Niacin Niacinamide
A < 0.15(**%) < 0.02 (**) < 0.02 (**) 0.17 £ 0.02 0.29+0.04 0.51+0.04 1.91=x0.07
B 0.22 + 0.01 < 0.02 (**) < 0.02 (**) 0.32 + 0.01 0.38 + 0.01 0.39 + 0.01 3.4+0.1
C 0.41 +0.02 <0.02 (**) < 0.02 (**) 0.34 +0.03 1.40 £ 0.02 0.22 +0.01 1.6 +0.1
D (%) 0.26 = 0.06 < 0.02 (**) < 0.02 (**) 1.25 = 0.05 0.89 = 0.02 1.1+ 0.1 7.8+0.2
(*) Lyophilized royal jelly
(**) Quantitation limit of the method
Results expressed in mg/100g
Results are average and standard deviation of 3 determinations.
Vitamin B, B, and PP content is very low 2. Ball G. Bioavailability and analysis of vitamins in foods. 1.ed.

compared to Brazilian RDI for adults (1.3 mg/100g for
vitamins B1 and B6 and 16 mg/100g for vitamin PP)".

CONCLUSION

Vitamin content in royal jelly was very low for most of
vitamins analyzed and is below the limit of quantitation
of the method for vitamin B,.

Considering that royal jelly is a dietary supplement,
the amount in the normal diet is very small so the vitamin
intake from this supplement is not important.

Although the amount of vitamins found in the
samples analyzed, the method showed to be adequate
for the determination of vitamins B, B,, B, and PP in
royal jelly. Maybe more analyses should be carried out
to determine the variation of the vitamins content in
royal jelly coming from different bees and different
regions.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer as melhores condi¢des para efetuar extracao de compostos fenélicos
totais de diferentes classes comerciais de cebola (Allium cepa L.). Por meio de Planejamento Experimental
Fatorial foram determinadas as varidveis que influenciam significativamente nas etapas de extragdo. As
variaveis estudadas foram: natureza do solvente, procedimento de agita¢ao, tempo de extracdo e tempo de
agitacdo com e sem interrup¢des. A melhor combinagao resultou em um modelo preditivo, empregando-
se metanol como solvente, agitagao de 120 minutos a 200 rpm. O maior conteddo fendlico em diferentes
classes de cebola foi 2275 ug/g, 88% de recuperagao e o limite de quantificagdo foi de 31 pg fenéis/g.

Palavras-chave. cebola, compostos fendlicos, planejamento experimental.

ABSTRACT

The present study was carried out to establish the best conditions for performing the total phenolic
compounds extraction from diverse kinds of commercialized onion (Allium cepa L.). By means of the
factorial experimental design the variables that significantly influence the extraction stages were determined.
The following variables were analyzed: type of solvent, shaking process, time of extraction, and time with
and without shaking interruptions. The best combining proceeding resulted in a predictive model, by using
methanol as solvent, shaking for 120 minutes, and at 200 rpm. The highest phenolic content in different
kinds of onion was 2275 ug/g, the recovery was 88%, and the quantification limit of 31 pg/g.

Key words. onion, phenolic compounds, experimental design.
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INTRODUCAO

Os compostos fenoélicos, nas formas de dcidos fendlicos,
derivados de dcido hidroxicinAmico e flavonoides, vém se
destacando entre os que podem prevenir danos a satide,
mesmo estando presentes em quantidades tracos nos
alimentos "% As substincias fendlicas podem aparecer
livres ou na forma de glicosidios, e a posi¢ao do agicar
na estrutura fendlica influi na solubilidade e em outras
propriedades fisico-quimicas. Estas diferengas podem
ser usadas para separd-los, quantificd-los e desenvolver
estudos sobre suas atividades fisiologicas '** .

A determina¢ao de compostos fendlicos totais
em tecidos vegetais é a etapa inicial de qualquer investi-
gacdo de funcionalidade, avaliagao bioldgica e estimulo
ao consumo, visando a prevencao de doengas crénico-
degenerativas °. Para extragdao de compostos fendlicos
em diversas estruturas vegetais vém sendo mencionados
sistemas aquosos, aceto etilicos e alcdolicos, sob diferentes
condi¢des de intera¢des com as matrizes 7%, A quantifica-
¢30 dos compostos fenoélicos totais em diferentes extratos
¢ feita empregando o reagente de Folin-Ciocalteau, uma
mistura de dcidos fosfotingstico e molibidico, nos quais o
molibdénio e o tungsténio no estado de oxidagao 6%, e em
presenca de redutores, no caso fenéis, passam ao estado
de oxidagao variando entre 5 e 6 (forma azul) permitindo
a quantifica¢do de substincias redutoras ®.

Apesar da abundante literatura sobre contetido
fendlico em alimentos *'!'"'2 poucos sao os trabalhos que
descrevem adaptac¢des do procedimento para extragdo em
matrizes especificas e/ou condi¢des criticas de preparo
de amostra para a quantificacdo. Cabe ressaltar que o
processo de extracao para distintas matrizes e analitos é
fundamental para a estimativa mais exata de compostos
fendlicos para diferentes fins.

A otimiza¢ao de metodologia de extra¢ao de um
analito em especial é fundamental, visto que pequenos
detalhes podem resultar em efeitos que comprometem
a confiabilidade dos resultados. Para atingir esta meta
com o minimo de experimentos, planejamentos fatoriais
completos sdo promissores e permitem otimizar
metodologias considerando varidveis criticas para alguns
tipos de amostras avaliando seus efeitos e possiveis
interagdes de fatores nas respostas desejadas que vém
sendo largamente utilizados também para otimiza¢ao de
metodologia analitica *'*'5.

A cultura popular atribui efeitos benéficos a
alguns alimentos ou bebidas que tem norteado estudos

sistematizados da funcionalidade, o que, além de conferir
cardter cientifico ao conhecimento, propicia a seguridade
na alegac¢do de funcionalidade. Entre estes estd a cebola
(Allium cepa L.), empregada pelo seu papel de conferir
caracteristicas organolépticas a alimentos, além do seu
poder preventivo e curativo de diversas doencas crénico-
degenerativas >*. Apesar do conhecimento milenar dos
beneficios deste vegetal e dos diversos estudos sobre
seus efeitos bioativos, algumas regides produtoras tem
dificuldade em comercializar suas safras em condi¢oes
satisfatdrias para consumo “in natura” ou em formulagoes
industriais, resultando em descarte de material e
desestimulo aos produtores *°.

Esta situagao é bem evidente na regiao sul do Rio
Grande do Sul, onde pode ser observada a inconsisténcia
entre a importincia socioecondmica do vegetal e 0 pouco
estimulo a sua producao sustentavel. Na Universidade
Federal do Rio Grande, alguns grupos de pesquisa vém
enfatizando as cebolas da regiao visando contribuir com o
melhor aproveitamento deste recurso agropecudrio local.
Conhecer o potencial funcional é um aspecto importante
para preserva¢ao e o uso adequado da cebola. Neste
trabalho o objetivo foi empregar a técnica de planejamento
experimental para otimiza¢ao da extragao para posterior
quantificagdo de compostos fendlicos totais em cebolas
produzidas na regido sul do RS, e desta forma subsidiar
estudos de caracteristicas fisico-quimicas e funcionais
deste vegetal, bem como estabelecimento de processos
tecnoldgicos para sua valoragao.

Para tal foram avaliadas diferentes varidveis na
etapa de extragao e seus reflexos na performance analitica e
aplicabilidade as diferentes classes comerciais de cebola.

MATERIAL E METODOS

= Procedimentos experimentais gerais

Todos os solventes e reagentes utilizados durante os testes
foram analiticamente puros. O reagente Folin-Ciocalteu foi
adquirido da Polipur (Pré-andlise Quimica e Diagnostico
Ltda) ea quercetina da Sigma Chemical Company (EUA). As
medidas de absor¢do foram realizadas em espectrofotometro
modelo VARIAN CARY/100 UV-VISIBLE.

= Amostras

As cebolas foram coletadas e classificadas pelos técnicos
da EMATER no municipio de Sdo José do Norte, no Rio
Grande do Sul, em margo de 2007. A classificagao observou

193



Souza MM, Recart VM, Rocha M, Cipolatti EP, Badiale-Furlong Eliana. Estudo das condi¢@es de extragdo de compostos fendlicos de cebola
(Allium cepa L.). Rev Inst Adolfo Lutz, S&o Paulo, 68(2):192-200, 2009.

o Regulamento Técnico de Qualidade da Cebola (1995)
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), que tem por critério o didmetro do bulbo das
cebolas.

= Planejamento para estudo das condi¢des de extragao
de compostos fendlicos (CF)

A partir de condi¢oes estudadas , foram
avaliados os efeitos das varidveis: solvente (metanol e
acetato de etila), intervalo de extragdo (120, 150 e 180
minutos), rota¢ao (100, 150 e 200rpm) e extragao com
e sem interrupg¢oes na etapa de agitacao (0, 15 e 30
minutos), através de planejamento fatorial 2*, ou seja,
quatro fatores testados em dois niveis de variagao, com
ponto central em tréplica para cada solvente testado,
tendo-se como resposta o contetido de fendis totais. Na
matriz de planejamento experimental, os valores das
varidveis sdo representados na forma codificada, sendo
os fatores e os respectivos niveis apresentados na Tabela
1. A matriz do planejamento experimental foi montada
conforme a Tabela 2.

Identificado o solvente que possibilitou a extragdo
dos maiores teores de compostos fenélicos (conforme os
resultados estatisticos apresentados na Tabela 3), foram
estudados os efeitos do tempo de extrac¢do, rotacdo e
tempo com e sem interrup¢des de agitacdo, utilizando
planejamento fatorial completo 2°, com trés varidveis em
dois niveis (-1 e +1) e 3 pontos centrais (0) resultando em
11 experimentos, mostrados na Tabela 4.

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado
o programa Statistica 6.0, considerando o conteddo de
fendis totais (pg de fenois/g de cebola) como resposta das
varidveis em estudo, utilizando um intervalo de confianca
de 95%.

7,9,17,18,19,20,21

= Determinagao de compostos fendlicos nos extratos
submetidos a diferentes condi¢oes

As cebolas foram secas em estufa com circulagao de ar da
marca QUIMIS a 60°C, até atingirem valores de umidade
de 13%. Foram pesadas 10 gramas de cebola seca e
adicionados 50 mL de solvente e agitados em temperatura
ambiente em mesa agitadora orbital TE - 141 da marca
TECNAL. Os extratos foram filtrados e clarificados com
10 mL de hidréxido de béario 0,1M e 10 mL de sulfato
de zinco 5%, as solugoes foram filtradas e transferidas
quantitativamente para um baldo volumétrico de 100mL,
sendo o volume final completado com o solvente utilizado
na extracao.

A determinac¢do quantitativa dos compostos
fenolicos nos extratos da cebola foi realizada por
espectrofotometria de UV/VIS utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau, e o procedimento consistiu em tomar
aliquotas de 500puL de cada extrato, agitar com 500uL
de 4dgua destilada e 4,5mL de Na,CO, 4% por 1 min, e
colocar em banho-maria a 40°C por 15 min. As misturas
foram agitadas por 30 segundos em banho ultra-som com
500uL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 com
dgua destilada. Apds 10 min, foi medida a absorbéncia
das solu¢des em comprimento de onda de 660nm. O
teor de fendis totais foi determinado por interpolagdao
da absorbancia das amostras contra uma curva analitica
construida com uma solu¢do padrdo de quercetina
contendo 100 pg/mL a partir da qual foram preparadas
diluigoes variando entre 2 e 16 pg/mL. Os resultados dos
contetdos fendlicos das amostras foram expressos como
pg de CF totais/ g de cebola.

Como indicadores de performance do método
foram determinados o limite de quantifica¢do e a
recupera¢ao de quercetina nas condi¢des otimizadas de

Tabela 1. Variaveis e niveis utilizados no planejamento experimental completo (24).

Fatores

Niveis

. Ponto central

+1

Solvente

Intervalo de extracdo (minutos)

Rotacao (rpm)

Interrupcdes na etapa de agitacao (minutos)

Met/acet etila Met/acet etila Met/acet etila

120 150 180
100 150 200
0 15 30
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extracio. A recuperacao foi testada em amostras de cebola
seca previamente adicionadas de solugdes metandlicas de
quercetina em niveis 1,0; 1,2 e 1,5 mg/ g de cebola.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de cebola foram secas para concentrar os
s6lidos e facilitar o processo de extracao mantendo
a proporgao de massa seca/solvente, e a secagem a
temperatura de 60°C em camada fina que minimizou o
escurecimento dos tecidos por escurecimento enzimatico
ou carameliza¢do?.

Os trabalhos que determinam fendis em raizes,
tubérculos, cereais, por¢oes distintas de plantas medicinais
e frutos, mencionam conteudos fendlicos totais que
variam entre 40 ug CF/ g de amostra no arroz a 5500
pg CF/ g de amostra nas cascas de limao, porém para

cebolas estes valores ndo estdo disponiveis. As referéncias
sao unanimes em informar que o principal componente
fendlico das diferentes espécies de cebola é a quercetina
que foi adotada como padrao para os compostos fenélicos
totais em cebola 757,

As varidveis testadas foram aquelas que sio as
mais citadas nos relatos da literatura, para determinagao
dos teores de fendis totais ou para posterior separagao
das diferentes familias deles em matrizes vegetais. Na
primeira etapa do estudo, o efeito das varidveis solvente de
extracao, tempo, rotagao e tempo com e sem interrupg¢oes
de agitagdo tem seus resultados apresentados na Tabela 2,
na qual os conteidos de compostos fendlicos totais estdo
expressos em g CF/ g de cebola.

A andlise estatistica mostrou que o tipo de
solvente utilizado na extra¢ao dos fendis influenciou
significativamente nos niveis determinados (p = 0,015),

Tabela 2. Contetido de compostos fenélicos no planejamento fatorial 24 e 6 pontos centrais.

Intervalo
Ensaios Solvente descanso
(min)
1 Metanol 0(-1)
2 Metanol 30(+1)
3 Metanol 0(-1)
4 Metanol 30(+1)
5 Metanol 0(-1)
6 Metanol 30(+1)
7 Metanol 0(-1)
8 Metanol 30(+1)
9 Acet etl 0(-1)
10 Acet etl 30(+1)
1 Acet etl 0(-1)
12 Acet etl 30(+1)
13 Acet etl 0(-1)
14 Acet etl 30(+1)
15 Acet etl 0(-1)
16 Acet etl 30(+1)
17 Metanol 15(0)
18 Metanol 15(0)
19 Metanol 15(0)
20 Acet etl 15(0)
21 Acet etl 15(0)
22 Acet etl 15(0)

Rotacao Tempo Fenois
(rpm) (min) (ug CF/g cebola)
100(-1) 120(-1) 1556,6
100(-1) 120(-1) 1767,6

200(+1) 120(-1) 2363,6

200(+1) 120(-1) 2372,4
100(-1) 180(+1) 2263,2
100(-1) 180(+1) 2131,4
200(+1) 180(+1) 2119,6
200(+1) 180(+1) 2238,5
100(-1) 120(-1) 97,1
100(-1) 120(-1) 63,1
200(+1) 120(-1) 95,1
200(+1) 120(-1) 85,3
100(-1) 180(+1) 88,9
100(-1) 180(+1) 82,4
200(+1) 180(+1) 45,9
200(+1) 180(+1) 49,3
150(0) 150(0) 2160,9
150(0) 150(0) 2101,5
150(0) 150(0) 2134,3
150(0) 150(0) 81,6
150(0) 150(0) 80,4
150(0) 150(0) 81,8

CF= compostos fendlicos
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conforme mostra a Tabela 3. O solvente que propiciou a
extracao de maiores teores de fenéis foi o metanol, o que
¢ promissor considerando-se que os flavondides podem
estar neste conjunto em fung¢ao da sua solubilidade.
Nos extratos obtidos com acetato de etila, os valores
detectados estavam préoximos do limite de linearidade, o
que sugeria a ocorréncia de baixas concentragoes de fendis
polimerizados e a necessidade de evaporar o solvente
antes da quantifica¢do dos fendis para cumprimento da
performance analitica.

As varidveis tempo de extracdo, rotacdo e
tempo com e sem interrupg¢des de agitagdo, foram
estudadas no planejamento completo 2° com trés pontos
centrais para obten¢ao do ponto 6timo de extracao dos
compostos fenolicos. Os resultados estao na Tabela 4. O
comportamento verificado permitiu construir modelo
preditivo dentro da faixa dtima para extragdo dos fendis
em fungao destas variaveis.

A Tabela 5 apresenta os resultados da andlise
estatistica dos efeitos estudados no planejamento 2°, que

Tabela 3. Efeitos e coeficientes para os diferentes solventes estudados.

Efeito
Média/interacao 1093,66
(1)Solvente (L) -2025,73
(2)Intervalo (L) 20,00
(3)Rotacao (L) 164,93
(4)Tempo(L) 77,30
1L com 2L -31,73
1L com 3L -178,90
1Lcom 4L -95,82
2L com 3L 10,32
2L com 4L -24,00
3L com 4L -193,07

Desvio padrao Significancia (p)
239,5349 0,006025
561,7592 0,015445
561,7592 0,972977
561,7592 0,780870
561,7592 0,895923
561,7592 0,957151
561,7592 0,763006
561,7592 0,871242
561,7592 0,986047
561,7592 0,967576
561,7592 0,745055

p = nivel de significancia

Tabela 4. Contelido de compostos fendlicos para o planejamento fatorial 2° e 3 pontos centrais.

Ensaios Intervalo 'descanso Rotacao Ten.1po Fendis
(min) (rpm) (min) (ug CF/g de cebola)

1 0(-1) 100(-1) 120(-1) 1556,6
2 30(+1) 100(-1) 120(-1) 1767,6
3 0(-1) 200(+1) 120(-1) 2363,6
4 30(+1) 200(+1) 120(-1) 2372,4
5 0(-1) 100(-1) 180(+1) 2263,2
6 30(+1) 100(-1) 180(+1) 2131,4
7 0(-1) 200(+1) 180(+1) 2119,6
8 30(+1) 200(+1) 180(+1) 2238,5
9 15(0) 150(0) 150(0) 2160,9
10 15(0) (0) 150(0) 2101,5
11 15(0) 150(0) 150(0) 2134,3

CF=compostos fendlicos
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confirmaram o efeito das associacoes de condi¢des de
extracao demonstrada pelos contetidos obtidos em fendis
totais nos diferentes experimentos. Outros autores também
mencionaram estas variagdes e atribuiram a formas
quimicas distintas de fenéis presentes na matriz ”°.

A Tabela 5 mostra que entre as trés varidveis
estudadas, rotacao, tempo de agitacdo e a interagdo da
rotacdo com o tempo de agitagdo foram estatisticamente
significativas no nivel de confianga de 95%, para a extra¢ao
dos compostos fendlicos da cebola. A rota¢ao por minutos
(rpm) apresentou efeito positivo ao passar do menor
valor para o maior, assim como indicou o aumento na
média desta resposta. A varidvel tempo de agitacdo teve
efeito contrario, ou seja, 0 menor tempo resultou em
maior conteido de compostos extraidos. A intera¢ao da
varidvel rotagdo com o tempo de agita¢ao apresentou
efeito negativo diminuindo os teores médios extraidos em
362 pg CF /g de cebola. Os efeitos das demais varidveis nao
foram significativos neste intervalo de confianga.

Tabela 5. Efeitos e coeficientes para as varidveis obtidas
pelo tratamento estatistico.

Desvio Significancia

Efeito padrao ®)
Média/Interacdo  2109,964 8,97113 0,000018
(1INTERVALO (L) 51,725 21,03917 0,133181
(2)ROTACAO (L) 343,825 21,03917  0,003724
(3)TEMPO (L) 173,125 21,03917 0,014449
1L com 2L 12,125 21,03917  0,622622
1L com 3L -58,175 21,03917  0,109689
2L com 3L -362,075 21,03917  0,003359

Tabela 6. Coeficiente de regressdo para as variaveis
significativas para a extracdo obtida pelo tratamento
estatistico.

Coef. Desvio Significancia
regressao padrao (p)
Média/interacdo  2109,964 8,97113 0,000018
(2) Rotacao (L) 171,913 10,51958  0,003724
(3) Tempo (L) 86,563 10,51958  0,014449
2L com 3L -181,037 10,51958  0,003359

p = nivel de significancia

Os coeficientes de regressao da Tabela 6 mostram
um modelo de terceira ordem para as varidveis, o que
tornou possivel validd-lo em fun¢ao das varidveis
estudadas por meio da analise de variancia, que mostrou
que estes foram preditivos e significativos para os efeitos
combinados do tempo de agitacao, rotagdo e a interagao da
rotacdo com o tempo de agitagao, nos niveis de compostos
fendlicos extraidos.

Os comentdrios sdo reforcados pelos resultados do
teste F, no qual o F calculado de 31,1 foi 7 vezes maior do
que o F tabelado, 4,35 (Tabela 7), permitindo que o modelo

p = nivel de significancia

expresso na Equacao 1 fosse utilizado para gerar a superficie
de resposta para o rendimento de CF (Figura 1).
Contetdo de fendis (ug CF/g de cebola) =2109,9 + 171,9R
+ 86,6 —181R. T (1)
Sendo: R = rotacio (rpm), T = tempo (minutos)

P I 2300
g B 2200
7 12100
3 B 2000
o
<

(uiw) odwa ]

04 06 08 10

"10 08 -0,6

-04 -02 00 0.2
Rotacao (rpm)

(b)

Figura 1. Superficie de resposta (a) e curva de contorno para CF (b).
CF = compostos fendlicos
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Tabela 7. Dados de ANOVA para planejamento experimental avaliando o efeito da rotacdo, tempo e interacdo da

rotacao com o tempo.

Fonte de variacao Sorr!a. . el
quadratica Liberdade
Regressao 558572,4 3
Residuo 41869,8 7
Falta de ajuste 40099,2
Erro puro 1770,6
Total 600442,2 10

Média

quadratica Teste F Foo e Fcalc/Ftab
186190,8 31,1 4,35 7,15
5981,4

A Figura 1 mostra que o rendimento da extragao foi
maior quando foi utilizada a rotagao de aproximadamente
200 rpm e tempo de agitagao de 120 minutos, sendo
extraidos 2372 ug CF/ g de cebola. Este resultado sugere
que o aumento no tempo de agitagdo pode ocasionar
uma diminui¢do nos teores extraidos pela degradagao
dos compostos fendélicos pelas enzimas 6xido-redutases
do tecido ou reversiao do equilibrio dos compostos entre
as fracoes solido-liquido do sistema.

A partir desta combinagao das varidveis foi
avaliada a cinética do processo, Figura 2, obtida pela
diminui¢ao do tempo de extragdo até que este ndo fosse
mais significativo no nivel de confianca de 95%. Foi
verificado que a diminui¢do a partir de 120 minutos nao
foi significativa no intervalo de confianca estabelecido,
comprovando a adequacidade do tempo estabelecido para
a extra¢do dos compostos fendlicos.

2450
2400
2350 N
2300
2250- \\\

2200- \

Conteudo de Fendis (ug/g de cebola)

21504

2100+ N

& 100 120 140 160 180
Tempo de extracao (min)

Figura 2. Cinética de rendimento de extracdo de fenois por tempo.
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= Indicativos de Mérito do procedimento otimizado

O procedimento de extragao otimizado foi executado para
determinar o limite de quantificagdo e recuperagao, sendo
as determinacdes realizadas em triplicata.

A Equagao da curva de calibra¢ao da quercetina
para estimativa dos compostos fenélicos nas cebolas
foi representada pela equagdo 2, na qual C representa a
concentragao de quercetina, A a absorbancia a 660nm
e o coeficiente de correlagdo R = 0,999 demonstrando
a linearidade da relacdo nas concentracoes da curva
analitica.

C =0,0352A (2)

O limite de quantificagao determinado foide 31 pg
CF e o teor médio de recuperagao para o método completo
usando a extragdo otimizada foi de 88%, variando entre
84 ¢ 92 % da menor para a maior concentragao testada.
As condicdes de extracdo resultam em valores que estao
fora dos valores dos pontos criticos para a confiabilidade
de resultados analiticos e neste caso os teores obtidos
para limites de quantificacdo e recuperagdo sugerem que
o método nas condi¢des estabelecidas é adequado para
determinar compostos fendlicos em cebolas, expressando
os contetidos em pg CF/ g de cebola.

O procedimento foi testado quanto a sua aplica-
bilidade para quantificar CF em cebolas classificadas
conforme a legislacao do MAPA, que distribui em qua-
tro classes os bulbos de tamanhos que variam entre
35 a 90 mm. Cabe salientar que nesta classificagdo nao
estdo considerados outros aspectos que possam refletir
a composi¢do quimica ou outros aspectos indicativos da
qualidade dos tecidos.

Nas cebolas analisadas, o contetido de compostos
fenolicos variou entre 2244 e 2306 ug CF/ g de cebola. Cabe
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Tabela 8. Contelido de fendis totais em cebola nas diferentes classes.

Classes (diametro bulbo) Umidade (%) Conteldo (ug CF totais/ g de cebola)
Classe 2 (maior que 35 até 50) 88,5° 2265,92
Classe 3 (maior que 50 até 70) 88,4° 2244,3°
Classe 4 (maior que 70 até 90) 88,32 2306,4¢
Classe 5 (maior que 90) 88,62 2282,9°

Letras iguais indicam que ndo héa diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)

CF = compostos fendlicos

salientar que entre as diferentes classes o teor de umidade
ndo variou significativamente ao nivel de significincia de
95%, ficando entre 88,3 e 88,6%. Considerando os totais
obtidos em conteddo fendlico nas 4 classes, mostrados
na Tabela 8, a classe 4 (didmetro do bulbo maior que 70
e menor que 90 mm) destaca-se significativamente das
demais cebolas e de outros tecidos vegetais de amplo
consumo como banana (310 pg/ g amostra), maga (1000
pg/ gamostra) e batata (990 pg/ g amostra) com resultados
expressos em equivalente de tirosina, determinados em
amostras da regiao’.

CONCLUSOES

O planejamento experimental realizado em duas etapas
se mostrou como uma ferramenta importante para
otimizar e construir o modelo preditivo dentro da fai-
xa Otima para a extracdo de compostos fendlicos a
partir da combinagao das varidveis, tempo de extracao,
rotagdo e extragao continua e nao continua. As condi¢des
otimizadas ocorreram quando foi utilizado o tempo de
extracao de 120 minutos e a rotagdo de 200 rpm em mesa
agitadora orbital. Nas diferentes classes comerciais de
cebolas da regido sul, a classe mais promissora como fonte
de compostos fenélicos para a dieta foi a 4 com um teor
médio de 2306 pg CF totais/ g de cebola.
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RESUMO

A manteiga de garrafa é constituida de gordura anidra e, portanto, muito susceptivel a oxidagao lipidica,
cujo processo de fabricacdo é artesanal e sem adequado controle das etapas de processamento. O objetivo
desse estudo foi de determinar a composi¢ao de dcidos graxos, principalmente quanto as gorduras saturadas
e dos isdmeros trans, em amostras de manteiga de garrafa de producdo artesanal e comercializadas em
diferentes regides da Bahia, Brasil. Foi também avaliada a estabilidade dessas amostras no periodo de sete
meses, estocadas em geladeira a 5°C, determinando-se o indice de perdxido e acidez. Os teores de saturados
nas amostras analisadas variaram de 67,13 a 69,22% e os de insaturados de 23,73 a 24,28%. Os teores de
dcidos graxos 18:1 trans variaram de 3,69 a 3,94%. Todas as amostras de manteiga avaliadas apresentaram
elevados indices de peréxido no tempo inicial (2,01-2,31mEq/Kg) com pouca alteracdo apds sete meses de
estocagem (2,10-2,42 mEq/Kg). O mesmo comportamento foi observado para os teores de acidez, passando
de 0,53-0,62% de acido oléico para 0,54-0,61% apods sete meses de estocagem. Apesar de a produgio ser
artesanal, os resultados demonstram estreita similaridade quanto as caracteristicas de identidade entre as
manteigas de garrafa comercializadas em diferentes microrregides da Bahia.

Palavras-chave. manteiga de garrafa, lipidios, estabilidade, acidos graxos, isomeros trans.

ABSTRACT

The bottled butter consisted of anhydrous fat, consequently it is highly susceptible to lipid oxidation, and
also it is craftsmanly prepared without adequate processing control. In this context, the purpose of the
present study was to evaluate the composition of fatty acids, predominantly on saturated fat and trans fatty
acids, in 10 bottled butter produced and marketed in different regions of Bahia, Brazil. Also, the stability of
bottled butter for period of seven months in samples stored at 5°C was assessed by determining the peroxide
index and acidity. The saturated fatty acids contents in analyzed samples ranged from 67.13 to 69.22% and
the unsaturated ranged from 23.73 to 24.28%. The 18:1 trans fatty acids contents varied from 3.69 to 3.94%.
All of analyzed butter samples showed high amount of peroxide at initial time (2.01-2.31 mEq/ kg) and a
slight change after being stored for seven months (2.10-2.42 mEq / kg). The same pattern was observed in
relation to acidity, being at first time 0.53-0.62% of oleic acid and 0.54-0.61% after seven months of storage.
Although these bottled butter samples are handmade products, similarities on the identity characteristics
were found among bottled butter samples on the market at different microregions of Bahia, Brazil.

Key words. bottle butter, lipids, stability; fatty acids, trans fatty acids.
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INTRODUCAO

A manteiga de garrafa é um tipo de manteiga regional
produzida no nordeste do Brasil que, dependendo da regiao
especifica de produgdo, recebe outras denominagdes tais
como manteiga de gado, manteiga da terra ou manteiga
de cozinha. E um produto bastante apreciado por boa
parte da populagao, cuja comercializagao ¢ feita através
de feiras livres, mercados populares, supermercados,
restaurantes tipicos e pequenos pontos comerciais de
comidas regionais', possuindo pardmetros de identidade
e qualidade estabelecidos pela legislacao através do
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
manteiga da terra ou manteiga de garrafa®.

O consumo de alimentos lipidicos com altos teores
de saturados é na atualidade motivo de polémica no que
diz respeito as possiveis implicagdes na saide humana, pois
diminuem o nivel do colesterol-HDL e elevam o do LDL,
que sao parametros bioquimicos considerados na avaliacdo
da aterogenicidade da dieta’. Apesar das etapas do proces-
samento da manteiga de garrafa nao serem controlados,
sabe-se que temperaturas elevadas por tempos variados sao
utilizadas, o que pode contribuir para a formagao de com-
postos trans, assim como, de compostos da termoxidag¢ao;
portanto, constata-se a necessidade de estudos voltados para
a avaliagdo destes parametros de qualidade.

Os relatos de pesquisas referentes a manteiga de
garrafa sao escassos , especialmente sobre a composi¢ao de
acidos graxos e aos efeitos das condi¢des de armazenamento.
A estabilidade quimica da manteiga de garrafa é afetada
pela elevagdo da temperatura, exposi¢ao a luz e a umidade,
acarretando prejuizos significativos em sua qualidade
nutricional’, e apresenta uma curta vida-de-prateleira face
a oxidagao lipidica que a torna inadequada para consumo
ap0s 60 dias a partir da data de fabricagao’.

Os isomeros geométricos trans de dcidos graxos
insaturados sdo formados no processo de fritura, assim
como no refino de dleos e no processo de hidrogenagao,
por mecanismo induzido termicamente>'". Por outro lado,
sdo constituintes naturais de alimentos de origem animal
como derivados de carnes e leites®.

Modificagoes da legislacao brasileira a partir de
agosto de 2008 obrigaram os fabricantes a incluir nos
rétulos maiores informacdes para os consumidores, como
asoma dos teores de trans aos dos acidos graxos saturados,
e a quantidade especifica de dcidos graxos trans’.

Com as perspectivas de se obter mais informacdes
quanto a composi¢ao de dcidos graxos de manteigas de
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garrafa, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil
dos dcidos graxos e o teor de isdmeros geométricos
trans em amostras oriundas de diferentes municipios
da Bahia, bem como avaliar a estabilidade durante o
armazenamento a 5°C por um longo periodo, através da
determinacdo do teor de umidade, indice de perdxido e
indice de acidez.

MATERIAL E METODOS

= Obtencao e armazenamento das amostras

Foram analisadas dezamostras de manteiga,acondicionadas
em garrafas de pldstico transparente, com capacidade para
1000 mL, coletadas no periodo de abril a junho de 2007
em dez diferentes municipios do estado da Bahia: Santana
(1), Livramento de Nossa Senhora (2), Rio de Contas (3),
Medeiros Neto (4), Dom Basilio (5), Itabuna (6), Vitdria
da Conquista (7), Feira de Santana (8), Alagoinhas (9) e
Brumado (10). Todas as amostras foram adquiridas em
feiras livres e produzidas artesanalmente. As amostras
foram estocadas em geladeira (5°C) por 7 meses.

= Determinagao da umidade

Para a andlise de determinac¢do de umidade das dez amos-
tras de manteigas foi utilizada a metodologia de Lanara®.
Foi identificado o percentual de umidade no tempo zero,
apds quatro e sete meses de estocagem das amostras.

= Determinagao do indice de peréxido e acidez

A estabilidade da manteiga de garrafa foi avaliada através
das determinacoes do Indice de Peréxido e do Indice de
Acidez de acordo com as técnicas descritas nas Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz’. A determinagao do
indice de acidez foi feita por titulagdo com solugao de
KOH 0,01N e o resultado foi expresso em solu¢ao normal
em %. A determinagao do indice de peréxido foi realizada
por titulagao com solugao de Na 5,0, 0,01N e o resultado
foi expresso em miliequivalentes de peréxidos contido
em 1000 gramas de gordura. Essas determina¢des foram
realizadas em triplicatas no tempo zero, apds quatro meses
e setes meses de armazenamento das amostras.

= Transesterifica¢ao dos lipidios totais

Os lipidios totais foram submetidos ao processo de
transesterificagdo para a preparacao dos ésteres metilicos
de acidos graxos segundo a metodologia de Joseph e
Ackman'®. A fase superior (iso-octano e ésteres metilicos
de dcidos graxos) foi transferida para frascos de 5mL de
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capacidade, fechados hermeticamente e armazenados a
-18°C, para posterior analise cromatografica.

= Andlise cromatografica dos ésteres metilicos de
acidos graxos

Os ésteres de acidos graxos foram analisados em um
cromatoégrafo gasoso CP 3800 (Varian), utilizando uma
coluna capilar CP-WAX 58 (FFAP) CB (25m X 0,25mm
X 0,2um) equipado com detector de ioniza¢ao de chama
(CG-DIC). Os fluxos dos gases foram de 1,3mL.min"
para o gas de arraste H,, 30mL.min"' para o gds auxiliar
(“make-up”) N, e 30 e 300mL.min"" para os gases da
chama H, e ar sintético, respectivamente. A razdo de
divisdo (“split”) da amostra foi de 1:100. A temperatura
da coluna foi programada a 150°C por 16 minutos,
sendo entdo elevada para 180°C a uma taxa de 2°C.min’’,
permanecendo nesta temperatura por 20 minutos. Em
seguida, a temperatura foi elevada para 210°C a uma
taxa de 5°C.min"', permanecendo nesta temperatura
por 20 minutos. As temperaturas do injetor e detector
foram de 250°C e 280°C, respectivamente. A esterifica¢ao
das amostras foi realizada em triplicata, com inje¢oes
de 1puL em triplicatas para cada amostra esterificada. A
quantificacao foi realizada por normalizacao das dreas
dos picos, e a identificagdao dos picos por comparagdo dos
tempos de retencdao das amostras com os de padroes de
ésteres metilicos de dcidos graxos (Sigmal89-19 USA).

= Tratamento estatistico dos dados

As andlises da média e desvio padrao foram realizadas
pelo Microsoft Excel, versdo 5.0 da Microsoft Inc. Para
os resultados entre as médias foi fixado o nivel de erro
em 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento do teor de umidade ao longo da
estocagem de manteiga de garrafa oriundas de dez dife-
rentes municipios da Bahia por sete meses a 5°C, mostra
pequena alteracdo no pardmetro. Os valores no tempo zero
variaram de 0,20 a 0,25%; apds 4 meses de 0,24 a 0,30%; e
apds 7 meses de armazenamento de 0,27 a 0,33% (Tabela
1). Apds os sete meses de estocagem apenas as amostras 1,
2e5com0,32;0,33 ¢ 0,32% de umidade, respectivamente,
apresentaram valores fora dos parametros exigidos pela
legislacao para manteigas de garrafa, a qual preconiza
um valor mdximo de 0,30% de umidade. Os valores
encontrados sdo inferiores aos encontrados por Pereira'!

et al. para o mesmo tipo de amostra. Resultados
semelhantes foram encontrados por Nassu' et al. para
manteiga de garrafa oriunda do Ceard, (0,10-0,39%), e
por Ambrdsio’ et al. para manteigas de Recife (0,2%).
Entretanto, todas as amostras analisadas do norte de Minas
Gerais'’, apresentaram teores de umidade fora do padrao
estabelecido pela Legislagao?. Essas diferencas podem ser
devido a grande variagao nas etapas de fusdo e cozimento
da manteiga, que podem ocorrer num periodo que varia
de 2 a 6 horas dependendo da pratica regional.

Considerando que a oxidag¢ao dos lipidios é uma
das principais causas de alteragao de produtos alimenticios,
a qualidade das dez amostras de manteiga de garrafa
produzidas artesanalmente em diferentes municipios
do Estado da Bahia foi avaliada através da determinag¢do
do indice de acidez e do indice de peréxido ao longo do
armazenamento a 5°C por 7 meses (Tabela 1).

Em relagdo ao indice de perdxido, os resultados
foram semelhantes para as dez amostras no final da
estocagem (2,18%0,12 a 2,30+0,11 mEq/Kg). Os valores
no tempo zero variaram de 2,01 a 2,32 mEq/Kg, e apds
quatro meses estocados a 5°C passou de 2,07 a 2,36 mEq/
Kg, e ap0ds sete meses alterou para valores entre 2,10 a
2,42 mEq/Kg. A diferenga registrada entre os valores do
tempo inicial e final da estocagem indica uma pequena
velocidade de propagacdo da reacdo de oxida¢do. Apos
sete meses de armazenamento das manteigas, todas as
amostras apresentaram indices de peréxido inferiores
aos relatados por Ambrdsio® para duas amostras de
manteigas armazenadas a temperatura ambiente, por
Vieira'* para amostras de manteigas industrializadas e
por Iskander’ para o “ghee”, que é um produto similar a
manteiga na India. Devido a auséncia de uma legislacao
especifica que limite a quantidade de indice de peréxido
em manteigas de garrafa, neste estudo considerou-se o
que é preconizado pela Portaria n° 146 do Ministério da
Agricultura'® para manteigas. Considerando esta norma,
os valores encontrados para as dez amostras de manteiga
de garrafa analisadas encontram-se fora do parametro
exigido que é de 1,00 mEq/Kg.

Os valores de indice de acidez variaram de
0,53 a 0,62 acido oléico % no tempo zero, sendo estes
semelhantes aos encontrados por Ambrésio' para o
mesmo tipo de amostra oriunda de Recife (0,39 — 0,62
dcido oléico %). Para manteigas de garrafa oriundas do
norte de Minas Gerais" o indice de acidez apresentou
acentuada variagao, sendo que 50% delas apresentaram
valores acima do limite estabelecido pela Legislacao?. Os
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percentuais de indice de acidez obtidos para as amostras da
Bahia encontram-se dentro do maximo estabelecido pela
legislagao? para manteiga de garrafa que é de 2,0%. ApGs
quatro e sete meses de estocagem esses valores variaram
de 0,54 2 0,61% (Tabela 1).

Os valores elevados de indice de per6xido e baixos
de acidez indicam que as manteigas produzidas nos dez
municipios da Bahia ao serem coletadas ja apresentam
um alto grau oxidativo, entretanto uma baixa hidroélise.
Os valores de umidade, indice de peréxido e de acidez
das dez amostras de manteiga de garrafa analisadas
neste estudo nao apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05) entre si.

A separagao dos metil ésteres de dcidos graxos
obtidos por CG-DIC dos padroes e de uma das amostras
de manteigas de garrafa estao ilustradas na Figura 1. Na
Tabela 2 encontra-se a quantificagao dos dcidos graxos
por normalizagao.

Foram identificados 20 4cidos graxos em todas
as amostras de manteiga de garrafa, e os predominantes
foram 14:0 (miristico, 12,41%0,24), 16:0 (palmitico,
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Figura 1. Cromatograma CG-DIC: (a) padréo de ésteres metilicos de acidos
graxos, (b) amostra 4 de manteiga de garrafa.

32,48+0,25), 18:0 (estedrico, 12,32+0,09) e 18:1 ®-9
cis (oléico, 11,30+0,13), (Tabela 2). Os percentuais de
dcidos graxos das dez amostras de manteiga de garrafa
quantificadas neste estudo nao apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) entre si.

Os percentuais obtidos para os acidos graxos
majoritdrios (Tabela 2) sao similares aos encontrados por
Richard e Gioelle'” para o mesmo tipo de amostra, que
variaram de 9,7 a 12,1% para 14:0, de 22,0 a 26,1% para
16:0,de 9,6 a 11,7% para 18:0 e de 21,9 a 24,2% para 18:1
®-9 cis, porém com menor desvio padrao entre amostras.

Asmédias encontradas para os somatdrios de dcidos
graxos saturados e insaturados das amostras do presente
estudo foram de 67,71% e 23,90%, respectivamente
(Tabela 2). Esses valores sao similares aos encontrados
por Ambroésio®.

O percentual médio de gordura trans das dez
amostras e a baixa variacdo entre amostras (3,76%0,20,
Tabela 2) apresentam similaridade com os valores
relatados por Ambrdésio®, superiores aos encontrados
por Smith™ (1,8 a 2,0%), e inferiores aos de Lake' (5,4 a
7,9%). Vale ressaltar que o teor médio de dcidos graxos
trans encontrado é bastante similar ao encontrado para
manteigas industrializadas’, ou seja, o processamento da
manteiga de garrafa parece nao contribuir para o aumento
deste parametro. De acordo com Sommerfeld?, é normal
que ocorra uma variabilidade de 4 a 11% destes isbmeros
em manteigas, visto que a constitui¢cdo da gordura pode
ser influenciada por condi¢des locais e sazonais.

Soares e Franco®' determinaram os niveis de
trans em diferentes marcas de margarina e creme vegetal
produzidas no Brasil, obtendo valores médios de 20,7%
em margarinas cremosas, 32,2% em margarinas duras,
23,1% em cremes vegetais e 39,7% em gordura vegetal
hidrogenada. Block e Barrera* encontraram teores de
16,47 a 62,05% em gorduras hidrogenadas, sendo que a
maioria das amostras apresentou valores entre 30 e 40%.
Portanto, a ingestao de manteiga pode ser uma alternativa
para atender as tendéncias de minimizagao de acidos
graxos trans em produtos vegetais gordurosos.

Pelas caracteristicas estruturais, os dcidos graxos
na forma trans apresentam ponto de fusio mais elevado
quando comparado com seu isdbmero cis correspondente,
e préximos ao ponto de fusao dos acidos graxos saturados
com mesmo nimero de dtomos de carbono. De acordo
com a portaria n° 27, de 13 de janeiro de 1998, da
Vigilancia Sanitéria, do Ministério da Sadde, os dcidos
graxos trans devem ser incluidos no calculo dos acidos
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graxos saturados®. Portanto, o somatério médio do
percentual de dcidos graxos saturados e dcidos graxos trans
das dez amostras de manteiga de garrafa foi de 71,47%0,79
(Tabela 2).

Uma diferen¢a marcante na composicao de dcidos
graxos estd relacionada a auséncia do acido butirico (4:0)
e acido caprdico (6:0) na manteiga de garrafa quando
comparada a manteiga industrial*. Esta diferenca era
esperada, uma vez que a manteiga de garrafa passa por
aquecimento durante o processamento, e os dcidos graxos
de menor ponto de ebuli¢ao sao volatilizados.

Os resultados obtidos no presente estudo também
permitem constatar que a manteiga de garrafa tem uma
identidade semelhante ao estabelecido pela Portaria n° 146
do Ministério da Agricultura, para o “butteroil”*°.

Apesar das amostras de manteiga serem fabricadas
em diferentes municipios da Bahia, os desvios padrao para
todos os acidos graxos das dez amostras foi baixo, o que
indica que o processamento, apesar de artesanal, apresenta
uma uniformidade.

CONCLUSAO

Constata-se que o maior problema das manteigas
de garrafas produzidas artesanalmente nos diferentes
municipios da Bahia estd relacionado ao elevado grau
de oxidagdo que o produto apresenta ja no momento de
sua aquisi¢ao. Apesar do alto grau oxidativo apresentado
por todas as amostras oriundas de diferentes municipios
da Bahia, constata-se que o armazenamento da manteiga
em geladeira a uma temperatura de 5°C por até 7 meses
controla o avanc¢o da rea¢do de oxidacdo. A quantidade
de acidos graxos trans e os valores de umidade e acidez
encontrados nas dez amostras de manteiga estdao
dentro dos pardmetros preconizados pela legislagao
brasileira.

O perfil cromatografico e os percentuais dos
somatdrios de dcidos graxos saturados e insaturados
foram similares aos caracteristicos da matriz, indicando
que as amostras nao foram fraudadas com outro tipo de
gordura, e que o processamento de manteiga de garrafa
nao aumenta o teor de acidos graxos trans, porém leva a
volatilizagdo do édcido butirico (C4:0) e dcido caproéico
(C6:0). Apesar do processo de producdo ser artesanal,
os resultados obtidos demonstram estreita similaridade
quanto as caracteristicas de identidade entre as manteigas
de garrafa de diferentes municipios da Bahia.
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sensorial em paes
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢ido centesimal e as caracteristicas sensoriais de paes
elaborados com concentra¢ao proporcional de farinhas de soja integral e de trigo. Foram elaboradas quatro
formulag¢des de paes doces, utilizando-se farinhas mistas de trigo (50%) e de soja (50%) de diferentes
cultivares, destinados a alimenta¢cdo humana, sendo um cultivar convencional, dois sem lipoxigenases
e 0 quarto com baixo teor de inibidor de tripsina. Foram avaliados os teores de carboidratos, proteinas,
lipidios, calorias, residuo mineral fixo e umidade. A aceitagdo sensorial foi testada por 101 consumidores
empregando-se a escala heddnica estruturada de nove pontos; os dados foram analisados por meio de
técnica de mapa de preferéncia interno. A incorporag¢ao da farinha de soja integral na mesma concentrac¢ao
da farinha de trigo (razdo 50:50) nas formula¢des aumentou o valor nutricional dos paes, especialmente
quanto aos teores de proteina e de lipidio, em comparagdo ao pao convencional. A aceitagao das formulagdes
sugere que a utilizagdo da farinha de soja de cultivares sem lipoxigenases minimizou os problemas sensoriais
indesejéveis, caracteristicos da soja. O uso de farinhas mistas de soja e trigo na mesma propor¢ao agregou
valor nutricional e promoveu boa aceitagdo sensorial dos produtos, especialmente nos paes elaborados
com farinha de soja sem lipoxigenases.

Palavras-chave. pdo, soja, aceitagao.

ABSTRACT:The present study aimed at assessing the sensorial characteristic and the centesimal composition
of breads made up with wheat-soybean mixed flour. Four sweet breads formulation were prepared using
wheat-soybean mix flour (50:50 ratio) from different cultivars, which are used for human consumption,
being a conventional one, two without lipoxygenases, and the fourth with low contents of trypsin inhibitor.
Amounts of proteins, lipids, carbohydrate, moisture, ashes and calories were evaluated. A hundred one
consumers evaluated the formulations, and the sensorial characteristic acceptance by consumers was done
by means of nine-point structured hedonic scale, and the Internal Preference Mapping technique was used
to analyze the data. The use of wheat-soybean mixed flour increased the nutritional value of prepared
breads, when compared with those made from the conventional formulation, especially referring to protein
and lipid contents. Formulations prepared with soy flours from lipoxygenase-free cultivars significantly
reduced the characteristic and distasteful flavor of soybean. The use of wheat-soybean mixed flours in the
same proportion improved the nutritional proprieties and the highly accepted sensory characteristic. The
sensory acceptance was observed especially in bread prepared with lipoxygenases-free soybean flour.

Key words. breads, soybean, acceptance.
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INTRODUCAO

Dentre os alimentos cujas alegacdes de satide tém sido
amplamente divulgadas destaca-se a soja (Glycine Max.
(L) Merril). Suas caracteristicas quimicas e nutricionais
a qualificam como um alimento funcional. Além da
qualidade de sua proteina, estudos mostram que a soja
pode ser utilizada de forma preventiva e terapéutica no
tratamento de doengas cardiovasculares, cAncer, osteopo-
rose e sintomas da menopausa'?. Entretanto, o uso de soja
como ingrediente na obten¢ao de produtos alimenticios
tem sido limitado pelo sabor caracteristico, que é atribuido
a presenca das enzimas lipoxigenases, que oxidam os
acidos graxos poli-insaturados existentes no grao’. A
elaboracdao de produtos de soja utilizando cultivares
de sabor melhorado, mais apropriados a alimentagdo
humana, podera otimizar o seu consumo no Brasil.

Considerando os habitos alimentares observados
entre as diferentes culturas e regides do Brasil, pode-se
afirmar que o pao é apreciado devido a sua aparéncia,
aroma, sabor, preco e disponibilidade®. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa), na
Resolu¢ao RDC ne 90, de 18/10/2000, o pao é definido
como um produto obtido pela coc¢do, em condigdes
tecnologicamente adequadas, de uma massa fermentada,
oundo, preparada com farinha de trigo e/ou outras farinhas
que contenham naturalmente proteinas formadoras
de glaten ou adicionadas das mesmas e dgua, podendo
conter outros ingredientes’. Os ingredientes bdsicos para
a produgao de paes sao: farinha de trigo, fermento e
dgua. Além desses, normalmente sdo adicionados outros
ingredientes, para obtenc¢ao de caracteristicas especificas
desejadas como sal, agtcares, gliten vital, agentes
reforcadores do gluten, enzimas, gorduras, entre outros.

As mudangas no processamento e a crescente
exigéncia do consumidor por alimentos que apresentem,
além da alta qualidade sensorial e nutricional, beneficios
associados a saide, fazem surgir a necessidade de novos
ingredientes que possam atender a estas exigéncias do
mercado. A fabricagdo de paes com farinha mista possibi-
lita o enriquecimento nutricional do produto além de
suprir a necessidade dos consumidores por produtos
diversificados®.

O sucesso do alimento no mercado depende do
seu desempenho junto ao consumidor. A determinagao
da aceita¢do e/ou preferéncia do produto torna-se
indispensavel no processo de desenvolvimento de novos
produtos, bem como no melhoramento de processos,

210

na substituicdo de ingredientes’. A técnica mapa de
preferéncia tem sido utilizada para analisar dados gerados
a partir de testes com consumidores. Trata-se de um
procedimento estatistico multidimensional que considera
a individualidade dos consumidores e ndo somente
a média do grupo de consumidores que avaliaram o
produto. E uma representacao grafica das diferencas de
aceitacao entre as amostras que permite a identificagdo
de cada consumidor e suas preferéncias em relagdo as
amostras avaliadas’.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas nutricionais e sensoriais de paes elaborados
com concentra¢ao proporcional de farinhas de soja
integral e de trigo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro cultivares de soja destinados a
alimentagao humana. Os cultivares Embrapa 48, BRS-
155 e BRS-213 foram fornecidos pela Embrapa Soja de
Londrina, PR. A Embrapa 48 é um cultivar convencional,
que tem sido preferido pela industria brasileira de extrato
de soja. O cultivar BRS-155 apresenta teor reduzido de
inibidor de tripsina e o cultivar BRS-213 ndo contém
lipoxigenase. A variedade UFVTN-105, também isenta
de lipoxigenase, foi fornecida pelo Bioagro (Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria) da Universidade
Federal de Vigosa.

Os demais ingredientes foram adquiridos no
comércio local.

= Elaborac¢ao da farinha de soja

Para a elaboragao das farinhas, os graos de soja foram
selecionados e submetidos ao processo de limpeza, por
meio de lavagem rapida com dgua e secos a temperatura
ambiente. A seguir foram submetidos a temperatura de
150°C por 30 minutos em estufa com circulagao de ar
(Marca Marconi), resfriados e armazenados em sacos
pldsticos, a temperatura ambiente. Posteriormente, os
graos foram triturados em liquidificador doméstico e
passados em peneira de 840 pm (20 mesh).

= Formulacao dos paes

Os paes foram elaborados baseados em uma formulagao
convencional, previamente testada sendo a tinica variacao
a utiliza¢ao de farinhas obtidas a partir de diferentes
cultivares de soja em igual propor¢ao a farinha de trigo
(Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo das formulacbes de pao
convencional e de paes elaborados com farinhas mistas
de trigo e soja

Quantidades
Ingredientes P30 Pies de

Convencional Soja
Farinha de Trigo (g) 500 250
Farinha de Soja () - 250
Fermento bioldgico (g) 20 20
Agua (9) 195 195
Oleo (9) 40 40
Acucar (g) 85 85
Sal (g) 4 4
Ovos (unid) 1 1

Para a elaboragao dos paes, o fermento foi diluido
em dgua e misturado a 200 g de farinha de trigo. A mistura
foi colocada em forno pré-aquecido, a temperatura
aproximada de 38°C, por 20 minutos, para estimular o
processo de fermentac¢ao. Em seguida foram adicionados o
agucar, o 6leo, 0s ovos e o sal, homogeneizando a massa em
batedeira semi-industrial (marca Hobart), por 5 minutos.
Foi acrescentado o restante da farinha de trigo e a farinha
de soja, homogeneizando por mais 10 minutos. A massa foi
retirada da batedeira e mantida a temperatura ambiente
por 60 minutos. Posteriormente, a massa foi dividida em
porgoes de 27 g, boleada e moldada em formato de pao,
pincelada com gema de ovo, permanecendo a temperatura
ambiente por 60 minutos, para fermentagdo. Os paes
foram assados em forno convencional a 200°C por vinte
minutos.

= Composic¢ao centesimal
A determinacao dos teores de umidade, proteinas, lipidios,
residuo mineral fixo e carboidratos, das formulag¢oes
elaboradas, foi realizada segundo os métodos preconizados
pela Association of Official Analytical Chemists®.

O contetido caldrico foi determinado de acordo
com a composi¢ao dos produtos em termos de proteinas,

lipidios e carboidratos, utilizando os fatores de conversao
4,9 e 4 Kcal/g de alimento, respectivamente.

= Avalia¢ao sensorial

A avaliagao da aceitabilidade das quatro formulagoes de
pao de soja foi realizada em supermercado da cidade de
Vicosa, MG. As amostras, codificadas com algarismos
de trés digitos, foram apresentadas aos consumidores de
forma monddica, utilizando o delineamento em blocos
inteiramente casualizados. Os consumidores avaliaram
a aceitagdo global das formulagdes utilizando escala
hedénica estruturada de 9 pontos (Figura 1). Os resultados
obtidos no teste de aceita¢do foram avaliados por meio da
técnica de Mapa de Preferéncia Interno. Participaram do
estudo 101 consumidores, sendo 73 do sexo feminino e 28
do sexo masculino, na faixa etdria de 14 a 71 anos.

Teste de Aceitacdo em Escala Hedonica

N°  Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino Idade:

Codigo da Amostra :

Por favor, prove a amostra e marque com um (X) sua
opinido de acordo com a escala abaixo.

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

o~~~ o~~~ o~~~
— — — — — — ~— ~— ~—

Comentarios:

Figura 1. Modelo de ficha de resposta para teste de aceitagao
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os

procedimentos do programa estatistico SAS Institute’, versao
8.0 licenciado para Universidade Federal de Vicosa.
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Para obtenc¢ao do Mapa de Preferéncia Interno
ou Anélise de Preferéncia Multidimensional (MDPREF),
os dados de aceitagdao foram organizados numa matriz
de amostras (em linhas) e consumidores (em colunas), e
esta submetida a Andlise de Componentes Principais'®. Os
resultados foram expressos em um gréfico de dispersao
das amostras em relacdo aos dois primeiros componentes
principais e em outro representando os “loadings” (cargas)
da ACP (correlagdes dos dados de cada consumidor com
os dois primeiros componentes principais).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicao de 50% de farinha de soja em substitui¢do a
farinha de trigo nas formulagdes dos paes duplicou os
teores de proteina e lipidios em compara¢ao ao pao
convencional (Tabela 2). O aumento do teor de lipidios
dos paes, provavelmente favoreceu o perfil de dcidos graxos
essenciais, especialmente o dcido linolénico, por ser a soja
uma importante fonte deste dcido graxo poli-insaturado'2.
Outros autores também observaram aumento nos teores
de proteinas e lipidios em paes, utilizando farinhas mistas,
mas com a adi¢ao de no mdximo 12% de farinha de
soja'>!'. Neste estudo utilizou-se uma maior concentra¢ao
de farinha de soja nas formula¢des com o intuito de
agregar maior teor de nutrientes.

As formulagoes apresentaram redu¢ao em torno
de 40% no teor de carboidratos, em relagao ao pao

convencional. Esse resultado era esperado, pelo fato da
soja nao ser fonte de amido. Resultados semelhantes foram
observados por Wang et al.'® em estudo comparativo de
farinha de soja e trigo.

Com rela¢ao ao valor caldrico total, os paes de soja
apresentaram um aumento em torno de 7% em relagao
ao pao convencional. Esse pequeno acréscimo calérico
ocorreu, provavelmente, pelo aumento do teor de lipidios
poli-insaturados das formulagdes.

As formulag¢des de paes elaboradas com farinhas
de soja de diferentes cultivares tornam-se uma alternativa
vidvel para aumentar o consumo de proteinas e lipidios
em paes, por ser um alimento altamente consumido
pela populagao brasileira. A combinagao da soja com
o trigo também favoreceu a complementa¢ido dos seus
aminodcidos essenciais limitantes, melhorando o perfil
aminoacidico e consequentemente a qualidade protéica do
pao'*'2. Tal fato podera favorecer especialmente individuos
que nao fazem uso de produtos de origem animal.

A avaliagao sensorial foi importante para definir
os melhores cultivares de soja, uma vez que a composi¢ao
centesimal foi préxima entre as diferentes formulagoes
testadas. A andlise de componentes principais, gerados a
partir dos dados obtidos no teste de aceitacao das quatro
formulacdes de paes de soja (Figura 2 e 3), explicou
70% da variacao total entre as amostras, sendo que o
primeiro componente principal (PC) explicou 40% e o
segundo 30%.

Tabela 2. Médias das determinagbes quimicas de pdes doces, convencional e elaborados com farinhas de trigo e soja

(g /100 g).

Formulacoes Umidade Proteina
F1* 26,3 19,8
F2* 25,0 22,8
F3BRS-213* 25,2 21,7
F4* 25,2 21,0
Convencional 22,4 10, 8

Lipidio Carboidratos Milj\:iiadlchi)xo Calorias
14,5 37,1 2,3 358,1
13,2 36,7 2,2 356,8
16,2 34,6 2,3 371,0
16,5 34,9 2,4 372,1
7,23 57,74 1,98 339,2

*Formulacdes contendo farinha de soja integral, na concentracdo de 50%. F1- UFVTN-105; F2 - EMBRAPA 48; F3 - BRS-213; F4 - BRS-155.
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SEGUNDO COMPONENTE PRINCIPAL (30%

PRIMEIRO COMPONENTE PRINCIPAL (40%)

[AUFVTN-105 ® Embrapa 48 CIBRS-213 MBRS-155]

Figura 2. Dispersao das amostras de paes de soja em relacao a aceitacao
pelos consumidores. Vicosa, UFV, 2001.
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Figura 3. “Loadings” (Cargas) — Correlagdes entre os dados de aceitacdo
de cada consumidor e os dois primeiros componentes principais. Vicosa,
UFV, 2001.

Na Figura 2, cada ponto representa as correlagdes
entre os dados de aceitagdo de um consumidor e os dois
primeiros componentes principais. Os consumidores estao
localizados préximo a regiao das amostras mais aceitas
por eles. Os consumidores mais préximos do centro
do gréfico nao estao correlacionados com nenhum dos
dois componentes principais e contribuem pouco para a
discriminagao das amostras, ou seja, sio consumidores que
consideram as amostras como semelhantes, com relagao a
aceitacao. Por outro lado, consumidores correlacionados
com pelo menos um dos componentes, consideram
diferengas na aceitagao das amostras.

A separagdo espacial das formulagdes sugere
a existéncia de trés grupos de acordo com a aceitagao

das mesmas, sendo um grupo formado pelas amostras
UFVTN-105 e BRS — 213, e 0s outros dois pelas amostras
Embrapa 48 e BRS - 155 (Figura 2). As formula¢oes
elaboradas com farinha de soja obtidas a partir de cultivares
com auséncia de lipoxigenases (UFVTN-105 e BRS —213)
foram as mais aceitas, enquanto que a formulacdo elaborada
com o cultivar de soja convencional (Embrapa 48)
apresentou-se como a menos aceita pelos consumidores.

CONCLUSAO

A incorporagao da farinha de soja integral na mesma
concentrac¢do da farinha de trigo nas formulagdes
aumentou o valor nutricional dos paes, especialmente
quanto aos teores de proteina e de lipidio. A aceitac¢do das
formulagdes sugere que a utiliza¢ao das farinhas de soja
de cultivares sem lipoxigenases conferiu melhor sabor aos
paes, por nao apresentarem o sabor caracteristico da soja.
Este estudo comprovou que a utilizacao de farinhas mistas na
mesma propor¢ao de soja e trigo agrega valores nutricionais e
sensoriais em produtos a base de soja, sendo uma alternativa
vidvel para outros produtos de panificagao.

A soja é uma leguminosa com propriedades
importantes quanto ao teor de nutrientes e compostos
bioativos. Assim, torna-se importante o desenvolvimento
de novas pesquisas para avaliar o perfil lipidico, aminoa-
cidico e do teor de compostos bioativos, como as isofla-
vonas, nas formulagoes elaboradas com farinhas de soja
de cultivares sem lipoxigenases.
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RESUMO

Os fungos termorresistentes dos géneros Byssochlamys, Neosartorya e Talaromyces representam grave
problema para a industria processadora de alimentos, especialmente de frutas e hortalicas, em virtude da
ocorréncia de ascosporos extremamente resistentes e/ou de micotoxinas termoestdveis. Com o propdsito
de fornecer subsidios quanto ao uso de quantidades mais racionais de conservantes pela industria de
alimentos e, portanto, tornar seu consumo menos danoso a populagio, o presente estudo determinou in
vitro a concentracao minima de metabissulfito de s6dio, benzoato de sddio e sorbato de potdssio necessaria
e suficiente para inibir o crescimento micelial e a germinagdo de ascosporos de B. fulva, N. fischeri e T.
flavus em meio de cultivo acidificado (pH 3,5). Foi demonstrado que metabissulfito de s6dio em baixas
concentragdes ¢ tao eficiente na inibigao dos fungos mencionados quanto aos demais conservantes em altas
concentragdes. Por comparagao com os procedimentos utilizados pelas industrias de alimentos, é possivel
inferir que estas podem reformular o uso de conservantes, considerando-se o tipo de matéria-prima, a
temperatura de processamento, a combina¢io e concentragdo efetivamente necessdria de aditivos, bem
como os efeitos toxicos desses compostos para a satide humana.

Palavras-chave. Byssochlamys, Neosartorya, Talaromyces, metabissulfito de sddio, benzoato de sédio, sorbato
de potassio, fungos termorresistentes.

ABSTRACT

Heat-resistant fungi of Byssochlamys, Neosartorya and Talaromyces genera represent a serious issue to the
food processing industry, especially of fruits and vegetables, due to the occurrence of extremely resistant
ascospores and/or heat-stable mycotoxins. In order to provide subsidies to the food industry in using the
most rational amounts of preservatives, and to assure the safe consumption of them by the population, this
in vitro investigation was conducted to determine the minimum concentrations of sodium metabisulphite,
sodium benzoate and potassium sorbate needed to inhibit the mycelial growth of B. fulva, N. fischeriand T.
flavus, in acidified (pH 3,5) medium. This study showed that sodium metabisulphite in low concentrations
was as much effective in inhibiting the above mentioned fungi as other preservatives in high concentrations.
Comparing with the procedures used by the industries, it may be presumed that food manufacturers could
reformulate the use of preservatives, taking into account the type of raw material, the processing temperature,
the use of combining additives and in the minimum concentrations actually effective, being aware of the
toxic effects of these preservatives to the human health.

Key words. preservatives, Byssochlamys, Neosartorya, Talaromyces, sodium benzoate, potassium sorbate,
sodium metabisulphite, heat-resistant fungi.
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INTRODUCAO

A maioria das deteriorac¢des fungicas em alimentos,
especialmente de frutos/ pseudo-frutos colhidos direta-
mente do solo ou préximos dele, e seus derivados
processados (sucos, polpas, concentrados e frutos
enlatados)'*?, deve-se a poucas espécies que produzem
esclerdcios ou ascdsporos resistentes a pasteurizacao,
como aquelas pertencentes aos géneros Byssochlamys,
Neosartorya e Talaromyces'. Além da alta resisténcia
térmica, tais fungos também sintetizam metabdlitos
secunddrios téxicos de baixo peso molecular e termo-
estdveis, que se acumulam na matéria-prima beneficiada.
Isso resulta em impacto econdmico negativo em todos os
niveis de produc¢ao, comercializa¢ao e consumo'*"’.

Para tentar reduzir os riscos desses fatos, além
do tratamento térmico, as industrias lancam mao do uso
dos aditivos quimicos, ainda que essa pratica nao agrade
os consumidores por conduzir danos a saide humana,
especialmente em concentragdes excessivas. Os mais
utilizados sao os sulfitos, benzoatos e sorbatos ¥, e sua
eficicia depende da sua concentragdo, temperatura de
processamento e armazenamento, do tipo e quantidade
de micro-organismo a ser combatido e da natureza do
alimento &2,

A acgao conservadora do acido benzoico
(C,H,COOH) e do benzoato de sédio (BS), deve-se a
ingestao de moléculas ndo-dissociadas que afetam todos
0s processos em que a glicina esteja envolvida. Em com-
binac¢do com o 4cido ascérbico, BS pode formar benzeno,
um carcinégeno, e individualmente causa danos ao acido
desoxirribonucleico mitocondrial (DNAmt)*, o que
conduz a apoptose celular (comum nas doengas neurode-
generativas). Exposi¢ao dérmica, ingestao ou inala¢ao do
4cido benzoico ou BS tém causado urticéria, asma, renites
ou choques anafilaticos®*. Em 2007, a agéncia britanica
de padronizag¢ao dos alimentos comprovou que hipera-
tividade e declinio da inteligéncia (QI rebaixado em 5,5
pontos) em criangas britdnicas devia-se ao alto consumo
da combinagdo BS-corantes artificiais®, especialmente em
refrigerantes, proibindo seu uso.

Por sua vez, o di6xido de enxofre nas formas
liquida, gasosa e anidrida (SO, SO, HSO, €§,0,) e seus
derivados (sais de sodio, potdssio ou célcio) — antibacte-
rianos, fungistaticos, antioxidantes e quelantes, liberam
sulfitos que reagem com ligagoes dissulfeto e tiosulfo-
natos. Assim, inativam enzimas, o grupo heme de varias
delas e suas coenzimas, e convertem citosina em uracila,
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5-metilcitosina em timina, além de decomporem tiamina.
A atividade de suas formas combinadas depende de sua
estabilidade frente a processos digestivos* . Nos ali-
mentos e limites legalmente definidos'” 2> nao afetam
a maioria das pessoas, porém, asmdticos”’* e pacientes
em nutri¢do parenteral® podem ser afetados, com reacoes
ocorrendo de 10 a 20 min apds sua ingestdo (broncocons-
tri¢do, broncoespasmo, anafilaxia, hipotensao, nauseas,
urticdria, angioedema, rubor, diarreia e parestesias). Por
isso, a Food and Drug Administration (FDA) e a Agéncia
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) proibiram seu uso para
manutenc¢ao de cor e consisténcia de frutas, vegetais crus e
alimentos ricos em vitamina B1, visto que podem fornecer
um falso aspecto de frescor*’. No Reino Unido e Canadd,
sao permitidos respectivamente em carnes embutidas (até
o limite de 450 mg.Kg') e aves domésticas®.

J4 os sorbatos, devido a sua baixa toxicidade, sao
recomendados e utilizados mundialmente®. Nas vinicolas,
sdo usados como inibidor da fermentacdo secundadria,
reduzindo os niveis de sulfitos ao inibirem sulfidrilases,
desidrogenases e fumarases?.

Diante do exposto, ensaios rdpidos para deter-
mina¢ao da concentra¢do inibitéria minima de con-
servantes sobre fungos termorresistentes, contribuem
para a elaborag¢do de protocolos de sua utilizacio em
alimentos especificos, visando reduzir sua ingestao ina-
dequada. O propésito do presente trabalho foi determi-
nar a concentragdo minima de metabissulfito de sédio
(MBS), BS e SP capaz de inibir in vitro o crescimento
micelial e a germinagao de esporos de B. fulva, N. fischeri
e T. flavus.

MATERIAL E METODOS

Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental,
Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL.

As amostras de Byssochlamys fulva (CCT 0056),
Neosartorya fischeri (CCT 3491) e Talaromyces flavus
(CCT 4683) foram fornecidas pela Cole¢ao de Culturas
Tropicais - Fundagao André Tosello, em tubos contendo
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e as culturas foram
repicadas para o mesmo tipo de meio, preparado
conforme descrito por Silva et al.*, sendo este acidificado
com 4acido citrico (pH 3,5) apds sua autoclavagem
(120 °C, 1 atm, 20 min), e posterior depésito em placas
de Petri esterilizadas. O material foi incubado por 24 h
(30 + 2 °C, escuro).
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= Efeito de conservantes sobre o crescimento
micelial

O meio BDA, distribuido em diferentes frascos, foi
acrescido de distintas quantias de conservantes, gerando
varias concentragdes dos mesmos (0, 80, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 500, 550, 600, 700, 800, 900 e 1000
mg.L?). A selecdo de tais concentragdes baseou-se em
citacoes da literatura especifica, e limites maximos
abrangidos pela legislacao!'* 2> 2>2%37 yisando aplicacao
em diferentes alimentos processados. Em seguida, os
frascos foram autoclavados e os meios acidificados
conforme acima descrito, sendo posteriormente vertidos
em placas de Petri esterilizadas. Apds sua solidificagao,
depositou-se centralmente sobre eles discos de micélio
(~ 5mm 0 ) de colonias de B. fulva, N. fischeri e T.
flavus (10 dias a 28 + 2°C, no escuro, em meio BDA
acidificado). As culturas foram incubadas a 28 + 2°C,
no escuro. O crescimento micelial foi mensurado apds
2,7,15,22 e 30 dias de incubac¢ado, com o auxilio de um
paquimetro (mm).

Os experimentos seguiram delineamentos total-
mente casualizados, com trés réplicas por tratamento
(micro-organismo X concentra¢do de conservante),
totalizando 144 placas para cada ensaio de cada
conservante, sendo estes testes repetidos em trés ocasioes.
Ap6s andlise de variancia, as médias foram comparadas
entre si conforme teste de Tuckey ao nivel de 5%.

= Efeito de conservantes sobre a germinacgao
de esporos
De tubos contendo um volume total de 30 mL de
meio BDA acidificado (pH 3,5) estéril com diferentes
concentragdoes de metabissulfito (MBS = 0, 100,
e 200 mg.L') e BS (0, 350 e 600 mg.L"), foram
colhidas aliquotas de cerca de 0,5 mL e depositadas
homogeneamente sobre a superficie de laminas de
microscopia previamente deslipidizadas, cuidando-
se para que o filme ndo atingisse as extremidades. Para
testar a germinacao de esporos dos fungos B. fulva, N.
fischeri e T. flavus em tréplicas de laminas de cada uma
das 3 concentracdes de cada conservante, em 5 diferentes
intervalos de tempo, utilizaram-se 135 laminas por aditivo
testado, sendo esse ensaio repetido em trés ocasides.
Assim, suspensoes de esporos dos fungos
testados foram obtidas através da lavagem, sob
condigdes assépticas, de culturas em meio BDA
acidificado (30 dias de incubag¢do a 28 £ 2°C, no

escuro) com uma solu¢do aquosa (Tween 20 0,1%)
estéril. Estas foram filtradas em dupla camada de gaze
também esterilizada, e as contagens dos esporos foram
efetuadas com o auxilio de CaAmara de Neubauer, sob
microscopio 6ptico, apds colher-se aliquotas (100 pL)
das suspensoes e adicionar-se a elas igual volume de
solu¢do de lactofenol de algoddo azul (20g de acido
fénico, 20 mL de dcido latico, 20 mL de glicerina, 20 mL
de dgua destilada e 0,1 g de azul-anilina). Por meio desse
teste, foram considerados vidveis apenas os esporos que
se coram em azul®®. Apés constatar-se a viabilidade de
98-100%, a concentragao da suspensao aquosa de cada
fungo foi ajustada para 10° esporos viaveis.mL. Esta,
entdo, foi submetida por 5 min a uma temperatura de
80 + 20C (Banho Maria), tratamento este selecionado
com base em varios estudos***sob o rompimento da
dorméncia de ascosporos dessas espécies por choque
térmico.

Tais pesquisas concluiram que a taxa de ativagao
deascésporos de B. nivea e N. fischeria uma determinada
temperatura é influenciada pela concentragao de
s6lidos soluveis no meio de aquecimento, sendo menor
o intervalo requerido para ativagdo em substratos
com menos s6lidos soltiveis. Também foi observado
que ascésporos gerados em culturas incubadas a
temperaturas amenas (25°C) requerem menor tempo
de ativagao que aqueles gerados em cultivos incubados
sob temperaturas mais altas.

Portanto, considerando-se que as suspensoes
de ascésporos utilizadas no presente estudo foram
preparadas com solug¢ao aquosa de Tween 20 0,1%
(baixa concentracao de s6lidos soldveis), e a partir de
culturas incubadas por 30 dias a cerca de 28 °C, optou-
se por padronizar o intervalo de ativacao para as trés
espécies estudas em 5 min a 80°C.

Aliquotas de 50 puL das suspensoes de ascosporos
ajustadas foram depositadas no centro das laminas
previamente preparadas com filmes de conservantes.
Essas laminas foram incubadas (28°C + 2°C, escuro)
sobre suportes triangulares dentro de placas de Petri
(revestidas ao fundo com papel de filtro embebido em
agua destilada estéril) e, a intervalos de 0, 6, 12, 24 e
48 h apds a inoculagio, foram coradas com solu¢do de
algodao azul-lactofenol. Em seguida, sob microscépio
optico, efetuou-se a contagem de 100 esporos vidveis
por lamina, avaliando-se o percentual de germinagao
dos mesmos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

= Efeito de conservantes sobre o crescimento micelial
Nos meios em que as concentragdes dos conservantes nao
foram eficientes, as coldnias atingiram o didmetro total
das placas de Petri (90 mm) aos 15 dias de incubagio
(28 £ 2°C, no escuro). Por outro lado, a partir de algumas
concentragdes dos conservantes, o crescimento ftingico foi
totalmente paralisado. As Tabelas 1 e 2, portanto, expdem
dados do crescimento micelial de B. fulva, T. flavus e N.
fischeri apenas diante das concentragdes que comegaram
a inibi-lo e daquelas que primeiro foram totalmente
inibitérias. Conforme a analise estatistica, observa-se que
até o 7° dia de incubagdo B. fulva ji teve seu crescimento
retardado por concentragdes de 150 mg MBS.L!, 500 mg
BS.L"' e 400 mg SP.L". Ja o fungo T. flavus, sob o efeito de
100 mg MBS.L", 250 mg BS.L! e 800 mg SP.L", cresceu
mais lentamente até o 15° dia de incubag¢do. No mesmo
intervalo, o desenvolvimento micelial de N. fischeri ja foi
atrasado na presenga de 80 mg MBS.L*, 500 mg BS.L! e
700 mg SP.L"'. Contudo, o micélio dos fungos testados
s6 foi totalmente inibido por concentragdes maiores de
MBS, BS e SP.

Quando comparados a N. fischeri (Tabela 2), B.
fulvae T. flavus (Tabela 1) apresentaram maior resisténcia
vegetativa frente ao aditivo MBS, visto que o crescimento
micelial do primeiro foi totalmente inibido a 100 mg.L",
enquanto para atingir-se o mesmo efeito com os demais foi
necessario o uso de 200 mg.L" de tal conservante. Nielsen*,
utilizando impedancia microbioldgica, ja demonstrara que
trés variedades de N. fischeri sio completamente inibidas
por 300 mg.L! de diéxido de enxofre em suco de frutas,
especialmente quando as temperaturas de incubagao e pH
sdo mais baixas (18°C e pH 3,5). In vitro, demonstrou-se
que o crescimento de N. fischeri em meio CYA (Czapeck
- autolisado de levedura — Agar, pH 3,5)*, é retardado
por SP e BSa 75 mg.L", mas totalmente inibido por 200
mg.L"' de SO, Estudos de Beuchat® também jd haviam
demonstrado que 50 mg.mL" de SO, em meio BDA sao
suficientes para inibir completamente o desenvolvimento
de coldnias de B. nivea, enquanto esse crescimento e a
producao de patulina apés 25 dias de incubacdo em
suco de ma¢a,a 21, 30 e 37 °C, foram significativamente
retardados/inibidos por 75 mg.L" de SO,, 150 mg.L" de
SP e 500 mg.L" de BS.

Por outro lado, no presente estudo, BS e SP s6
foram capazes de inibir totalmente o crescimento in vitro
de B. fulva e N. fischeri (Tabelas 1 e 2) respectivamente a
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600 mg.L' e 800 mg.L"!, enquanto o crescimento de T.
flavus (Tabela 1) foi inibido totalmente nas condi¢oes
estudadas por 350 mg.L' de BS e concentragdes de SP
superiores a 900 mg.L™".

Portanto, no caso de MBS, a concentracao
inibitéria a cepa de N. fischeri utilizada no presente
trabalho parece relativamente menor do que aquela
mencionada por alguns autores. Por outro lado, as
concentragoes de BS e SP necessarias a inibi¢ao dos trés
fungos aqui estudados foram superiores as citadas em
varias pesquisas. Isso reforca a teoria de que a interagao do
substrato (meio) com outras varidveis, como temperatura
de ativa¢do e incubagdo, variedade e espécie de fungo
termorresistente, e concentracdo do aditivo, devem ser
consideradas para o controle da deterioragao de alimentos
em maior grau.

= Efeito de conservantes sobre a germinagao
de esporos

Exceto pela presenca dos conservantes, o fato dos testes
terem sido conduzidos sobre filme de meio de cultura
com atividade de d4gua minima necessédria* (e em camara
umida), a 28 + 2°C (ao abrigo da luz) por 30 dias, por si
s6 garantiria a capacidade maxima de germinac¢do dos
ascosporos estudados apds o choque térmico (80 °C a
5min).

Ainda que a maior concentra¢ao de MBS (200
mg.L") testada nao tenha reduzido a germina¢ao dos
trés fungos na mesma proporgao que o BS a 600 mg.L"!
(Tabela 3), esta foi bastante eficiente, declinando tal
parametro em cerca de 81,8-94,2 % quando medido
48 h ap6s a inoculagdo das suspensdes de esporos de
culturas com 30 dias de idade sobre os filmes de meio
nas laminas.

As concentracoes de MBS e de BS capazes de inibir
acentuadamente a germinac¢do dos ascésporos de B. fulva,
N. fischeri e T. flavus foram as mesmas que bloquearam
totalmente seu crescimento micelial in vitro (Tabelas
1 e 2), indicando que provavelmente os poucos tubos
germinativos formados tiveram seu vigor suficientemente
interrompido para ndo permitir o desenvolvimento de
coldnias.

Segundo Beuchat™, 300 mg.L'' de SO, e 400 mg.L"
de SP, inibiram totalmente a germinac¢ao de ascésporos de
B. nivea em suco de uva armazenado por 60 dias. Tal autor
também demonstrou que a concentra¢ao de 100 mg.L"!
de SP, durante a ativagao térmica nesse suco, apresentou
inclusive um efeito estimulador da quebra de dorméncia



Lépez AMQ, Lima-Coelho SF, Ferreira LFR. Efeito in vitro de concentracdes de metabisulfito de sddio, benzoato de sédio e sorbato de potdssio

sobre fungos termorresistentes. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(2):215-23, 2009.

"apepljiqeqold ap %G P [SAIU O A33dN 9p 9153} 0]2d S}USWEDNSIIEISS WaJ4P OBU ‘slenbi seyul| Wa eJid| ewsaw ejad sepinbas seipa :Sq0

® 0F0G DJ2€TF06F © 0F006 ° 0F0'S POCF08L e 0F006 @ O0F0S Q9LLF6'€9 e O0F006%© 0F006 OF
} 0F0'S PLOFGLE QLYF899 J 0F0G °1l'LF€GL1200LF08 } 0F0'S 21lvF8/r e 0F006 2 0F006 CC
} 0F0'S PSLFELE O28'LF6EY } 0F0S °990F87L P €EFGZE J} 0F0S PLLF0OEEq L8 F9'09 PEEFS08 Gl

® 0F0G 9 0F09 Q9C*80¢ 2 0F0'S ° 0F09 P S0FESL @ 0F0'S D290F8%7L qL8LFEVELL6F8CT (L

> 0F0'S 2> 0F0'S 9e60FL6 2 0F0S O 0F0S 2 0F0S 2 0F0S 2 0F0S et F06 eE0OFGCU 14

L-16w 0o0L L-1'Pw 006 L-16w 008 L-1'6w 0sE L-16w 0og L-T6w sz L-1Pw 0oz L-T6w oSl L-16w 0oL (L-1'Bw Q)

dS dS dS Sq Sq Sq SaIN SaIN SaIN 9]o1pu0) seig

oeiped OINS9@ F S9}UBAIISUOD) 9P S205LIIUIIUOD) SIUDIBIP 21qOs (W) snaejy sadfwoleje] ap seluQ|od) sep osydwelq

> 0F0'S e 0F006  0F006 2 0F0'S Q98GFl6E & 0F006 2 0F0G e 0F0062 O0F006° 0F006 OF
> 0F09 e 0OF006 & 0F006 2 0F0'S qS'LFgleg e 0F006 2> 0F0S © 0F006e O0F006° 0F006 CC
P OF0S 9/9FS05 & 0F006 P 0F0S 20€FSYC e 0F006 P OF0S e 0F006f O0F006°E 0F006 Gl
b 0F0's 96'CFEVC PTLFEBE b 0F0'S JS0FESGL d2G7FQ0S b 0F0'S 4 TCFILLQ 98F66S ELEFLILL L
> 0F0'S qQO0'1L*08 ®eLLFLOL 2 0F0S 0F0'9 e 90FS7l 2> 0F0S > O0F0'S 2 0F09 e0'L*80lL 14

]

BOF0S B 0F0G © 0F0S9 e 0F0¢ BOFO0S e 0F¥0S ®B0F0S ®© 0F0S B O0O0F0S9 ®B 0FO06 0

L-16w 008 L-16w 00z L-1Bw ooy L-16w 009 L-1'6w 0SS L-16w oS L-16w oz L-1T6wesL L-16w ool  (1-1'6w o)
ds ds ds :| :| X:| san san san sjonuod -

oelped OIAS9@ F SS}UBAIDSUOD) P SD0ILIIUUOD) SDIUIBSIP D4qOS (W) eAjny sAwejyd0ssAg ap seluo|o) sep osydwelq

‘WWG ~ § WOD BINYND 3P OI|9DIW 3P 0ISIP = [BIDIUI OJNd0U| “(0JNISS ‘D7 F ) OBSRgNDUI 3P SeIP OE d1uelnp ‘(L-1bw 0001 @ 006

‘008 00/ '00% =dS) olssejod ap 03equos @ (L-1'6wW 009 @ 055 ‘005 ‘0S€ ‘00€ ‘052 =S4) OIPYSs dp 01e0ZU] ‘(1-1'6W 00Z @ 0GL ‘001 =SEIN) OIpYSs dp
O1}|NSSIRIBU DP SIOILIIUIIUOD S3IUIB}IP OPUBIUOD (G'E HA) g O1dW Wd SNAB) S9dAUWIOIe[R] d BAINS SAWE|YD0SSAG 9p OIp9UI 0IUBWIDSAID) *| eldqeL

219



Lépez AMQ, Lima-Coelho SF, Ferreira LFR. Efeito in vitro de concentracdes de metabisulfito de sddio, benzoato de sédio e sorbato de potdssio
sobre fungos termorresistentes. Rev Inst Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 68(2):215-23, 2009.

de ascosporos de B. nivea, e BS, mesmo em concentracao

28

) - © o) © © o o ~ _ ~ . . .
g 5 ° o tao alta quanto 1000 mg.mL", nao foi capaz de impedir
b ‘% g - g’ © o o o o o a germina¢ao dos mesmos. Outro estudo de Beuchat™
RS w .
55 s o C;' é;' é;' ;;' é;' c+>' demonstrou o efeito de BS e SP (500 e 1000 mg.L!) na
2O o ~ < < & ~ & . . . L. ,
= ) © W w1 w1 W inativacdo de conidios de A. flavus e ascdsporos de B.
S . . .
°3 @ nivea, gerados a partir de culturas respectivamente com
o 3
9 . . . :
E© a - ®© QO U ©® ® 20 dias (a 25°C e 80% de umidade relativa) e 35 dias
S O 4 ' . . o
2o " ; o g ’;\ 2 . (30°C e 60% de umidade relativa), sendo quantificado
5 m 9 o , . . .
{% @ £ wE + 4 H H O H 4 o numero de coldnias oriundas dos mesmos em meio
c O N 1N N O O . -
£ S B -2 sle Sle contendo diferentes concentragdes de sacarose (0-60%)
= = ~ — M O O . .
L3 o e conservantes, e submetidas respectivamente a 52 e
g = . . C 1 ~
= S g 80°C por até 80 min (antes da solidifica¢dao). Constatou-
o ! Qo © v T © = D
S — o D © 3 se que 0 aumento da sacarose, com reducao da atividade
o o o Z
- Q 3 A .
= E g 9 g’ © o o © o o & de dgua, aumentou a tolerancia ao calor, embora a
v O [e} .
g 0, S g' é;' é;' :;' g c+>' 5 presenca de SP e BS, especialmente a 1000 mg.L", tenha
© ~ ~ ~ ~ ~ ~ [} . .
S o s © W1 W1 N W N N T reduzido acentuadamente o tempo requerido para
n O 'E x
o . . ~ ~ .
Lo ] 0 inativar a populacao em 90%. Nao houve diferenca
c ] L, L. . .
g 5 -« ®© O ©T T v v o estatistica para o efeito dos dois conservantes sob
T a ] ] o
N V] - o o un ¢ o1l ~ Ay i
tu 8 ,® o o o = ~ - = iguais concentragdes, mas na auséncia de tratamento
S 2 £ @& H 4+ H H O H HE térmico, nem mesmo a maior concentra¢do dos mesmos
Al o O o o ;n mMm m P . . A .
@ £ g B 5§ n 0 N ¥ = R reduziu a formacao de coldnias por A. flavus, sugerindo
= - N o 5 . . L. . . ..
5 2 = ~ o efeito sinergistico entre tratamento térmico e aditivos
8 ] © o
o o , .
—~ o o quimicos.
n o = T O U U O a9
~ (o w0 .
™ ] i "N O E Rajashekharaetal.””, por outro lado, descreveram
T : ) : R S .
S o E T 4 g’ i’l i’l ?I " f| “:I ] o uso de 1000 mg.L"* de BS e SP ou uma combinacio
~
Lo £ © O 1;n 0 O ~ un = de ambos (500 mg.L"* cada um) para reduzir o tempo
= = S ‘el ~ Bl - S G L. L )
@5 = m e 38 8 R £ necessario da inativa¢ao térmica de ascsporos de N.
o~ (7] O . . .
2 2 5 < 7 fischeri em sucos de manga e uva, visto que sem o uso
O = . B
o ®© 2 - © 2 © ¢ v © 2 dos mesmos o tratamento (85°C por 120 min) é longo o
) 5 o ' )
vo = S w ; N PN e suficiente para alterar as caracteristicas organolépticas
‘' @ S 1 9 o = .~
Lo v o) € + H H H H H 2 e composicdo das polpas. Em suco de manga, a taxa de
_S n L t o o he]
S n© [ S 2 2 2 9 <9 9 g morte térmica foi respectivamente reduzida para 44,
— <0 3 -— LN LN LN LN LN LN @
S kg g = 35 e 29 min sob tais tratamentos, enquanto para suco
= in O s X .. .
2 E ° o o a o © © 2 deuvaesseparametrodiminuiu respectivamente para
wn = . . , . . .
g o3 E 3 . 8 32, 13 e 14 min, isto é, o efeito combinado dos dois
w - - = . . .
2 -_g § -g gﬁ © O N — o o = conservantes (500 mg.L! de cada ) foi considerado
32 H H H H O H O H € . .
23 % 2 e © o ®u o o o 2 relevante para o processamento industrial desses
@ =l Sl S Bl
2 S5 G OBl El K sucos.
I s g Portanto, ainda que concentra¢des de MBS
o .= Q .
9N o o v TSN © BEN T BN £ e BS (200 e 600 mg.L' respectivamente) menores do
c = += 9 © . . C e
g8 3 L) O — S e & @ ue aquelas citadas na literatura como inibidoras da
£ .0 = S o o & 1n o o o
5= £ ® €2 H H H H H H & erminacdo de N. fisheri e de outros fungos tenham
" = ) S
25 B8 8g 2 ® N 9 2 2 5 o detectad i fica cl levancia d
S S i m ~ © o o o sido detectadas, mais uma vez fica clara a relevancia de
> - O ~N~ O O & . . . L, .
NG 2 2 se considerar a complexidade das propriedades fisico-
() Ee] ’ . .
o8O 8 quimicas dos alimentos a serem tratados com aquelas
Q4 @ n N~ o = s e
2 g & 3 © NN - N @y dos aditivos quimicos e tratamentos a serem efetuados,
= +H e}

de forma a racionalizar-se seu uso para cada caso.
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Tabela 3. Percentual de germinacao de esporos (média) de Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri e Talaromyces
flavus em filme de BDA (pH 3,5) contendo diferentes concentracdes de metabissulfito de sédio (MBS= 0, 100 e 200
mg.L-1) e benzoato de sédio (BS= 0, 350 e 600 mg.L-1), a partir de culturas com 30 dias de incubacdo (28 + 2°C,

escuro) e 48 h sob as mesmas condicoes.

Conservantes
(mg.L-1)
6h

Byssochlamys fulva
CONTROLE (0) 24,33 a
BS (350) 4,33 ¢
BS (600) 0,67 ¢
MBS (100) 13,67 b
MBS (200) 3,33 ¢
Neosartorya fischeri
CONTROLE (0) 28,67 a
BS (350) 3,67b
BS (600) 0,00 b
MBS (100) 2,00 b
MBS (200) 0,67 b
Talaromyces flavus
CONTROLE (0) 34,33 a
BS (350) 1,33 ¢
BS (600) 0,00 c
MBS (100) 9,33b
MBS (200) 0,33 ¢

% Germinac¢ao (Média) de Esporos

12 h 24 h 48 h
25,33 a 81,00 a 96,00 a
8,00 ¢ 17,33 b 59,00 b
1,67d 2,00 d 2,67 d
15,00 b 77,67 a 85,33 a
6,00 ¢ 10,67 ¢ 17,33 ¢
36,33 a 86,33 a 91,67 a
8,33 b 29,67 b 67,33 b
0,33 ¢ 2,00 c 1,67 e
4,33 c 8,67 ¢ 27,33 ¢
2,67 ¢ 5,67 c 7,33 d
45,33 a3 88,33 a 98,00 a
2,33c¢ 2,67 c 533 b
0,00 c 0,33 ¢ 0,67 b
28,00 b 64,67 b 87,67 a
1,67 ¢ 3,33 ¢ 5,67 b

Obs: Médias seguidas pela mesma letra em colunas iguais, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Com relagdo aos fungos termorresistentes, conservantes
e condi¢oes de incubagdo estudados neste trabalho, o
metabissulfito de s6dio apresentou a melhor eficicia em
termos de concentracio quanto ao bindmio inibi¢ao de
crescimento micelial (100%) até 30 dias de incubagio
(28 £ 2°C, escuro) e germinacao de esporos (81,8-94,2 %)
ap6s 48 h de inoculagdo.

Foi efetivo (200 mg.L"') em teores trés vezes
menores do que aqueles de benzoato de sédio (600
mg.L!') capazes de atingir percentuais de inibi¢ao

de germinagao com relacao ao controle de cerca de
97,21-99,32%. Além disso, o benzoato de sédio é
mais toxico a saide humana do que o metabissulfito.
Analisando-se as concentragdes desses conservantes
utilizadas pelas inddstrias de alimentos, e citadas na
literatura especifica, observa-se que ocorre um efeito
sinergistico destas com as propriedades fisico-quimicas
do alimento contaminado, com o tratamento térmico
aplicado e com o propagulo presente, de forma que se
testes, como os que foram o alvo deste trabalho, forem
empregados para cada tipo de substrato, as mesmas
podem ser reduzidas.
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RESUMO

A produgio de polpas de frutas é uma alternativa econdmica em Roraima, onde hd ampla aceitagdo do
produto e o mercado ¢ também abastecido com polpas de frutas de outras regides. Os produtores locais
empregam processos artesanais e nao adotam sistemas adequados de controle de qualidade. Com o objetivo
de avaliar a qualidade microbiolégica de polpas de frutas congeladas comercializadas em Boa Vista, RR,
foram coletadas 100 amostras de polpas de frutas de cinco marcas comerciais e de quatro sabores, sendo
uma marca de produto pasteurizado proveniente de outro estado. As demais marcas do produto eram in
natura e provenientes de produtores locais. Foi observado crescimento significativo de bolores e leveduras
e de bactérias heterotréficas nas amostras analisadas; porém, ndo foi detectada a presenga de Salmonella sp.,
tampouco desenvolvimento significativo de coliformes. Das amostras avaliadas, 78% estavam em desacordo
com os padrdes para bolores e leveduras; as polpas in natura (fabricantes locais) apresentaram maior indice
de inadequacdo do que as pasteurizadas. O elevado percentual de amostras insatisfatdrias indica a necessidade
urgente de adequacio do processo produtivo, seguindo-se as exigéncias da legislacdo especifica.

Palavras-chave. polpa de fruta, padrdes microbiol6gicos, satde publica, Roraima.

ABSTRACT

The production of fruit pulps is an economical alternative in the State of Roraima, Brazil where these
products meet with general acceptance. The market is also supplied with pulps coming from other places.
The local producers prepare them craftsmanly without any adequate processing quality control. Aiming at
evaluating the microbiological quality of frozen fruit pulps marketed in Boa Vista, RR, 100 samples were
collected, from five commercial brands, and of four fruit flavours. The sample from a brand was a pasteurized
product and derived from another State, and the four other were in natura fruit pulps samples which were
locally produced. It was observed a significant growing of moulds, yeasts and heterotrophic bacterias on
the analyzed samples, but it wasn’t detected the presence of Salmonella sp. and neither coliforms significant
development. Of 100 analyzed samples, 78% were not in compliance with the established microbiological
standards for mould and yeast. In natura pulps (locally produced) showed higher index of inadequate
results than pasteurized pulps. The high percentual of unsatisfactory samples indicate that it is necessary
to adequate the productive procedures in accordance to the legal requirements.

Key words. fruit pulp, microbiological standards, public health, Roraima.
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INTRODUCAO

A comercializagao de produtos derivados de frutas tem
crescido em todo o mundo!, sendo que a demanda
apresenta tendéncia de crescimento devido as suas
caracteristicas organolépticas e vantagens a saude. A
alta perecibilidade dos frutos é responsavel por perdas
significativas, o que tem impulsionado o desenvolvimento
de processos tecnolégicos, destacando-se a produgao de
polpas de frutas congeladas®.

A produgao de polpas de frutas regionais vem se
fortalecendo como uma alternativa de renda no estado
de Roraima. Entretanto, a maioria dos fabricantes locais
utiliza processos artesanais, sem a observancia das técni-
cas recomendadas de processamento, ndo empregando a
pasteuiza¢ao devido aos custos e a falta de suporte técnico,
o que compromete a qualidade do produto. O quantitativo
total de producao e/ou comercializagao de polpas de frutas
no estado é desconhecido; contudo, o mercado consumi-
dor tem se ampliado, inclusive com a comercializa¢ao de
polpas de frutas produzidas em outros estados.

E de fundamental importancia avaliar a qualidade
das polpas de frutas comercializadas no estado, com a fina-
lidade de verificar a sua adequacao a legislacao; comparar
o produto local, ndo submetido a pasteurizagdo, com o
produto proveniente de outros estados (pasteurizado) e,
com isso, fornecer subsidios para uma politica agroecon6-
mica e de satide publica que contemplem esta importante
atividade produtiva local.

Devido a sua composi¢ao, as polpas de frutas
constituem-se em bons substratos para o desenvolvimen-
to de micro-organismos, os quais, além de deteriorar o
produto, podem acarretar danos a saide do consumidor.
Para garantir a oferta de um produto isento de contami-
nagoes, é necessario que se realize um rigoroso controle
do processo produtivo e do produto. A conservacao
das polpas de frutas e a manutencao da qualidade mi-
crobioldgica exigida pela legislacao tém sido atendidas
principalmente pelo emprego da pasteurizagio e do
congelamento™*.

Com base na composi¢ao nutricional das frutas,
poder-se-ia presumir que estas sao capazes de sustentar
o desenvolvimento de bactérias, bolores e leveduras;
contudo, o seu pH é mais baixo do que o intervalo que
favorece o crescimento bacteriano. Por outro lado, a
ampla faixa de pH de crescimento de bolores e leveduras
propicia que estes atuem como agentes de altera¢ao das
frutas. A presenca de fungos e leveduras é preocupante

principalmente devido a sua capacidade de produzir
micotoxinas, algumas mutagénicas e carcinogénicas™®.

Ainda que os produtos de frutas sejam mais susceti-
veis & contaminagao por bolores e leveduras, surtos de doen-
cas entéricas causados por bactérias, parasitas e virus tém sido
documentados’. As frutas apresentam risco de contaminacao
por Salmonella, muitas vezes como resultado de contamina-
¢do cruzada®'. A presenca de E. coli O157:H7 e Salmonella
dcido-tolerante ji foi observada em diversos subprodutos,
sugerindo que estes podem ser a causa de surtos envolvendo
produtos acidos, o que coloca em dtivida a seguranca em se
consumir sucos de frutas ndo pasteurizados™'.

A Portaria n° 451/97 — Ministério da Satde, de
19 de setembro de 1997'* incluia a contagem de bolores
e leveduras como pardmetro de qualidade sanitdria de
refrescos de frutas. Esta foi revogada pela Resolugao
RDC ne 12, de 02 de janeiro de 2001 — Anvisa®, a qual
exclui este parametro. Contudo, a literatura reporta
resultados de numerosos estudos'*'>'® que apresentam
elevadas contagens de bolores e leveduras, demonstrando
ser discutivel a ndo ado¢ao deste critério na avaliagdo
da qualidade de sucos, refrescos, néctares e polpas de
frutas nesta Resolugdo. A legislagdao vigente no ambito
do Ministério da Agricultura (Instru¢ao Normativa n°1,
de 07 de janeiro de 2000), por sua vez, fixa limites para
bolores e leveduras em polpa de frutas'’.

MATERIAL E METODOS

= Selecao das marcas e sabores avaliados

Foram selecionadas cinco marcas comerciais de polpas

de frutas congeladas, comercializadas em feiras livres e

supermercados. Visando a resguardar a identidade das

empresas avaliadas, as marcas das polpas de frutas foram

identificadas pelas letras A, B, C, D e E:

- marca A: polpas de frutas pasteurizadas fabricadas por
empresa de outro estado, com registro no Ministério da
Agricultura e comercializadas em supermercados;

- marcas B e C: polpas de frutas ndo submetidas a
tratamento térmico, fabricadas por empresa local, com
registro no Ministério da Agricultura e comercializadas
em supermercados;

- marcas D e E: polpas de frutas nao submetidas a
tratamento térmico, fabricadas por empresa local, sem
registro em 6rgao competente e comercializadas em
feiras livres.

De cada marca selecionada, foram escolhidos
quatro sabores: acerola, cupuagu, goiaba e maracuja.
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= Obtencao das amostras de polpas de frutas

As amostras de polpas de frutas foram adquiridas
nos pontos de comercializa¢do descritos, na prépria
embalagem em que sao comercializadas e congeladas.
Foram obtidas cinco repeti¢oes de cada marca e de
cada sabor, do mesmo lote, perfazendo um total de
100 amostras (4 sabores x 5 marcas x 5 repeti¢cdes). O
numero de repeti¢oes foi estipulado de acordo com o
plano de amostragem (amostra representativa) definido
na legislacao. As marcas D e E nao identificavam o
lote na embalagem do produto; neste caso, as amostras
foram tomadas ao acaso e analisadas como sendo do
mesmo lote.

As amostras foram transportadas em caixa
térmica com gelo para o Setor de Microbiologia/Divisao
de Bromatologia e Quimica do Laboratério Central
de Saude Publica de Roraima (Lacen/RR) e mantidas
congeladas em freezer horizontal, a cerca de -18°C, até
a andlise.

» Preparo das amostras de polpas de frutas

O descongelamento das amostras foi realizado na
embalagem original, em geladeira (2-5°C) por 18
horas. A seguir, as amostras foram homogeneizadas por
agitacao®.

= Analises microbiolégicas
A metodologia analitica empregada foi a descrita em
Métodos de Andlise Microbioldgica de Alimentos'® e
em Bacteriological Analytical Manual®. Todos os meios
de cultura utilizados eram desidratados e das marcas
comerciais Difco ou Merck.

Antes da abertura da embalagem, esta foi
desinfetada passando-se algodao embebido em dlcool
70%. A embalagem foi aberta com auxilio de tesoura,
previamente desinfetada com alcool 70% e realizados
os seguintes ensaios: determina¢do do NMP (Numero
Mais Provavel) de coliformes totais e NMP de coliformes
termotolerantes; determina¢ao de Salmonella sp./25g;
contagem de bolores e leveduras e contagem de bactérias
heterotroficas.

Os resultados foram avaliados quanto a adequagao
a legislacao: Resolugao RDC n. 12, de 02 de janeiro de
2001 — Anvisa®® e Instru¢ao Normativa n. 1, de 07
de janeiro de 2000 — Ministério da Agricultura e do
Abastecimento'.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

= Determinac¢ao do NMP de coliformes totais e NMP
de coliformes termotolerantes

A Resolu¢ao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 —
Anvisa®® estabelece como tolerancia para coliformes
termotolerantes em polpas de frutas congeladas,
submetidas ou ndo a tratamento térmico, o valor de
10%/g. O parametro coliformes totais nao é exigido, porém
este ensaio foi realizado por ser indicativo da qualidade
higiénico-sanitaria. Nenhuma das amostras de polpas de
frutas analisadas excedeu ao méaximo permitido, sendo
que o NMP/g variou de <3 a 4 para coliformes totais;
para coliformes termotolerantes, foi <3 para 100% das
amostras. Portanto, todos os lotes analisados estavam de
acordo com a Resolu¢ao RDC n° 12, de 02 de janeiro de
2001 — Anvisa" em relagao a este parametro.

O fato de nao ter sido observado crescimento
significativo de bactérias do grupo coliformes nas amostras
avaliadas pode ser atribuido a acidez das polpas de frutas.
Estes resultados sao similares aos obtidos em estudos
efetuados na regiao de Sao José do Rio Preto (SP)'*"**, em
Boa Vista (RR)?! e em Palmas (TO)?. Entretanto, outros
pesquisadores observaram o desenvolvimento destes
micro-organismos em pesquisas realizadas com polpas de
frutas em diferentes estados do pais!®!>232425:2627.28,

= Determinagao de Salmonella sp
De acordo com a Instru¢ao Normativa n.° 1, de 07
de janeiro de 2000 — Ministério da Agricultura e do
Abastecimento!” e Resolu¢ao RDC n° 12, de 02 de
janeiro de 2001 — Anvisa'?, o padrdo estabelecido para
este micro-organismo ¢ auséncia em 25 gramas, uma
vez que a Salmonella sp. é uma bactéria patogénica. Em
nenhuma das amostras foi detectada a presenca deste
micro-organismo; portanto, para este parametro, os lotes
analisados estavam de acordo com os padroes legais.

O resultado do presente estudo é condizente
com os obtidos em diversas pesquisas, nas quais 100%
das amostras apresentaram auséncia de Salmonella
sp!#121620232427 Hoffmann et al. ' , em pesquisa realizada
em Sdo José do Rio Preto (SP), detectaram Salmonella sp
em 10% das amostras analisadas.

= Contagem de bolores e leveduras
Uma vez que a Resolugao RDC n° 12, de 02 de janeiro
de 2001 — Anvisa' ndo estabelece padrdes para bolores e
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leveduras em polpas de frutas, os resultados das anélises
para este grupo de micro-organismos foram analisados
frente a legislacdo vigente no ambito do Ministério da
Agricultura (Instru¢ao Normativa n° 1, de 7 de janeiro de
2000)". Esta fixa limites maximos diferenciados para polpa
in natura (5,0x103/g) e para polpa que sofreu tratamento
térmico ou conservada quimicamente (2,0x103/g).

Os valores obtidos na contagem de bolores e
leveduras variaram de <1,0x102 UFC (Unidade Formadora
de Colonia)/g, verificado em polpa de cupuagu da marca
A, até 6,9x10°> UFC /g, valor detectado para polpa de
acerola da marca B, com uma média de 5,0x10* UFC/g
(Tabela 1).

Para todos os sabores, a marca A apresentou a
menor taxa de amostras cujas contagens foram superiores
ao padrao maximo; sendo que, para a polpa de cupuagu,
nenhuma amostra desta marca excedeu o limite. Para a
polpa de goiaba, o percentual de amostras da marca A
acima do limite foi igual ao percentual de amostras da

marca C. Todas as marcas, exceto a marca A, apresentaram
100% de amostras acima do limite para, pelo menos, dois
sabores (Tabela 1).

Conforme demonstrado na Tabela 2, 78% das
amostras apresentaram contagens acima do limite.
A marca A (polpa tratada termicamente) foi a que
apresentou o menor percentual (6%) de amostras que
excederam o limite; enquanto que a marca C (polpa in
natura e com registro no érgao competente) apresentou
o mesmo percentual de contaminacao (19%) que a marca
D, que nao possui registro. Por sua vez, todas as amostras
(20%) de polpas da marca E apresentaram contagens de
bolores e leveduras acima do limite maximo.

As elevadas contagens de fungos obtidas neste
estudo sao condizentes com os resultados de trabalho com
polpas comercializadas na Paraiba e em Pernambuco, onde
16,9% das amostras estavam acima do limite '4; também
estdo de acordo com estudo efetuado nos estados do
Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, onde

Tabela 1. Contagens minimas, maximas e médias de bolores e leveduras e percentual de contaminacdo de amostras

de polpas de frutas comercializadas em Boa Vista/ RR.

Bolores e leveduras (UFC/g) Amostras
Sabor Marca contaminadas
Minimo Maximo Média (%)*
A 2,0x102 3,6x103 1,0x103 20
B 5,7x103 6,9x10° 1,4x10° 100
Acerola C 7,6x10% 4,7x10° 2,1x10° 100
D 4,0x103 1,9x104 1,3x104 80
E 3,1x10% 5,9x10* 4,6x10% 100
A <1,0x102 5,0x102 1,8x102 0
B 1,1x103 5,8x103 4,2x103 20
Cupuacu C 1,1x10% 3,7x10° 2,2x10° 100
D 2,4x10% 4,5x10% 3,3 x104 100
E 6,1x103 8,7x103 7,6x103 100
A 2,0x103 8,8x103 5,1x103 80
B 8,8x103 7,3x104 3,0x10% 100
Goiaba C 3,2x103 2,7x10% 1,1x10% 80
D 1,5x10* 1,3x10° 4,8x10% 100
E 2,6x10% 5,2x10* 3,7x10% 100
A 2,0x102 3,8x103 1,0x10° 20
B 1,9x103 5,2x10% 2,0x10% 60
Maracuja C 9,0x10* 2,6x10° 1,4x10° 100
D 1,5x10% 2,3x10% 1,9x104 100
E 1,3x10* 3,1x10% 2,2x104 100
* n=20
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24% das amostras ultrapassaram os limites, sendo que as
contagens variaram de <10 UFC/ga 1,2x10° UFC/g*. Em
Palmas (TO), 29,6% das amostras de polpas analisadas
ultrapassaram o limite legal permitido®; enquanto que
em pesquisa realizada no Ceard foram encontradas
contagens de bolores e leveduras ainda mais elevadas que
as observadas neste estudo: <10 UFC/g a 5x10'° UFC/g*.
Ressalta-se que o percentual de amostras contaminadas
por bolores e leveduras constatado na presente pesquisa
(78%) é superior aos percentuais relatados pelos autores
acima. Hoffmann et al.”” e Fdzio et al.”* analisaram polpas
comercializadas em Sao José do Rio Preto (SP) e obtiveram
contagens de bolores e leveduras inferiores as observadas
nesta pesquisa.

Tabela 2. Percentual de amostras de polpas de frutas
comercializadas em Boa Vista/RR contaminadas por
bolores e leveduras, de acordo com a marca, em relacdo
ao numero total de amostras e ao nimero de amostras
por marca.

Percentual de contaminacao por
bolores e leveduras

Marca
n=100* n=20**
A 6 30
B 14 70
C 19 95
D 19 95
E 20 100
TOTAL 78 ---

* n° total de amostras
** n° de amostras por marca

Quanto ao sabor, observou-se que a polpa de
goiaba apresentou o maior percentual de contaminagao,
enquanto que a de cupuacu foi a menos contaminada
(Tabela 3).

O percentual de amostras de polpa de acerola
contaminadas (80%) no presente trabalho (tabela 3) é
superior ao constatado em estudo que abrangia os estados
do Nordeste, no qual 18,4% das amostras de polpa de
acerola apresentaram-se fora dos padrdes, bem como
24,4% das amostras de polpa de cajd e 55% das amostras
de polpa de caju®. Em estudo realizado em Sdo Luis (MA)
15 com polpas de abacaxi e acerola, 100% das amostras de

228

Tabela 3. Percentual de amostras de polpas de frutas
comercializadas em Boa Vista/RR contaminadas por
bolores e leveduras, de acordo com o sabor.

Sabor Contaminacao (%)*
Acerola 80
Cupuacu 64
Goiaba 92
Maracuja 76

* n=25 (por sabor)

polpa de abacaxi e 20% das amostras de polpa de acerola
apresentaram contagens de bolores e leveduras acima do
limite estabelecido pela legislagao, percentual inferior
ao encontrado na presente pesquisa. Para este sabor,
no presente estudo, as contagens de bolores e leveduras
variaram de 2,0x102 (marca A) a 6,9x10° UFC/g (marca
B), conforme apresentado na Tabela 1.

Segundo resultados relativos a avaliagao de polpas
de frutas produzidas na Bahia, 60% das amostras de polpa
de goiaba e 70% das amostras de polpa de maracuja
apresentavam contagens acima do limite”. No presente
trabalho, 92% das amostras de polpa de goiaba, com
contagens que variaram de 2,0x103 (marca A) a 1,3x10°
UFC/g (marca D) e 76% das de polpa de maracuja, cujas
contagens oscilaram de 2,0x102 (marca A) a 2,6x10°
UFC/g (marca C), apresentaram contagens acima do
maximo permitido, sendo as contagens e os percentuais
de contaminagao (tabelas 1 e 2) mais elevados do que os
descritos naquele estudo.

Costa et al.”?, em trabalho sobre conservagao de
polpa de cupuagu, obtiveram contagem dentro do limite.
No presente estudo, o percentual de amostras de polpa de
cupuacu com contagens acima do permitido foi de 64%
(Tabela 3).

As elevadas contagens de bolores e leveduras
observadas no presente estudo podem ser devido a
qualidade inadequada da matéria-prima, a falhas na
higienizagao e/ou processamento ou a manutengao do
produto a temperatura inadequada. A fim de garantir a
fabrica¢ao de um produto isento de contaminagdes, devem
ser empregados um controle sanitdrio de pessoal e de
equipamentos mais efetivo, sele¢ao criteriosa da matéria-
prima, além de rigoroso controle do processo produtivo
e do produto final.
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= Contagem de bactérias heterotroéficas

Do total de 40 amostras submetidas a contagem de
bactérias heterotréficas, os resultados variaram de 1,0x102
UFC/g até 4,0x10° UFC/g, com uma média de 2,0x10*
UFC/g. As mais baixas contagens foram verificadas nas
polpas de acerola da marca A e de cupuagu da marca B, ao
passo que a mais alta contagem foi observada na polpa de
cupuagu da marca C. Quanto a polpa tratada termicamente
(marca A), esta apresentou contagens baixas, variando de
1,0x102 UFC/g a 6,0x10% UFC/g (Tabela 4).

Em pesquisa realizada por Feitosa et al.'4, a
contagem de bactérias heterotréficas variou de <10 UFC/g
a 1,0x10° UFC/g, atendendo ao limite legal vigente na
época. Estes resultados sao bastante préximos aos obtidos
no presente estudo.

Alegislagao que estabelece o padrdo de potabilidade
para dgua de consumo humano limita como méximo para
bactérias heterotroficas o valor de 5,0x102 UFC/ml*;
portanto, as contagens obtidas no presente estudo podem

ser consideradas elevadas. Estes resultados podem estar
relacionados ao crescimento quase que insignificante
de coliformes, uma vez que as bactérias heterotroéficas,
por serem incapazes de sintetizar seu préprio alimento,
necessitam de uma fonte de carbono organica, além
de desenvolverem-se numa velocidade superior aos
coliformes, podendo inibir o crescimento destes devido
a competicao alimentar® .

Dentre os grupos de micro-organismos avaliados,
foi observado crescimento significativo somente de bolores
e leveduras. Assim, 78% das amostras analisadas estavam
em desacordo com a legislagao e, portanto, inadequadas
ao consumo humano. Entre as amostras contaminadas,
72% correspondiam a polpas in natura e 6% as polpas
tratadas termicamente.

O percentual de amostras inadequadas verificado
no presente estudo é mais elevado do que em outras
pesquisas, principalmente para as polpas in natura, ou
seja, que sdo produzidas por empresas locais, o que indica

Tabela 4. Contagens minimas, maximas e médias de bactérias heterotréficas em amostras de polpas de frutas

comercializadas em Boa Vista/ RR.

Bactérias heterotroficas (UFC/qg)

Sabor Marca

Minimo Maximo Média

A 1,0x102 3,0x102 2,0x102

B 7,0x102 2,8x103 1,8x103

Acerola C 2,8x103 3,3x103 3,1x103
D 5,0x102 6,7x102 5,9x10?

E 1,2x103 1,5x103 1,4x103

A 1,3x102 6,7x102 4,0x102

B 1,0x102 7,3x102 4,2x102

Cupuacu C 1,2x104 4,0x10° 2,1x10°
D 1,8x103 5,1x103 3,5x103

E 2,7x102 2,5x10° 1,3x10°

A 1,8x103 2,2x103 2,0x103

B 1,3x102 2,0x102 1,7x10?

Goiaba C 1,4x103 9,3x103 5,4x103
D 6,3x102 3,1x10° 1,9x10°

E 3,2x103 5,4x10* 2,9x10*

A 3,3x103 6,0x103 4,7x103

B 5,7x103 9,9x103 7,8x103

Maracuja C 1,4x103 2,1x103 1,8x103
D 4,0x102 1,0x103 7,0x10?

E 3,5x103 4,3x103 3,9x103
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que o processo produtivo no estado nao é satisfatério. Em
avaliacdo realizada com polpas comercializadas em Sao
José do Rio Preto (SP), Hoffmann et al.’” concluiram que
90% das amostras analisadas estavam de acordo com a
legislagao estadual; enquanto que, em estudo com polpas
dos estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande
do Norte, Feitosa et al.* concluiram que 76% das amostras
estavam de acordo com os padroes. Por sua vez, Lima;
Martins; Silva®, em estudo realizado no Cear4, verificaram
que 74,5% das polpas avaliadas se enquadravam nos
padrdes. Bueno et al.'®, ao avaliar polpas de frutas em
Sao José do Rio Preto (SP), constataram que 100% das
amostras analisadas se enquadravam nos padrdes; ao
passo que 85% das amostras analisadas em Teresina (PI)
estavam de acordo com a legislagao?. Estudos realizados
por Maia* em Boa Vista (RR) e Fézio et al.?** em Sdo José
do Rio Preto (SP) constataram que 100% das amostras
analisadas estavam dentro dos padrdes. A diferenca entre o
percentual de amostras em desacordo com os parametros
legais observada entre o presente estudo e a pesquisa
efetuada por Maia®!, ambos os trabalhos realizados em
Boa Vista (RR), pode ser explicada pelo fato de que aquele
autor nao realizou a contagem de bolores e leveduras, que
foi o grupo de micro-organismos que apresentou a maior
taxa de crescimento nas amostras analisadas na presente
pesquisa. Em pesquisa realizada em Sao Luis (MA), no
entanto, apenas 57,9% das polpas analisadas estavam
proéprias para o consumo®.

CONCLUSAO

A polpa de goiaba foi a que apresentou o maior percentual
de contaminagio (92%), enquanto que a polpa de cupuagu
foi a menos contaminada (64%).

Os bolores e leveduras foi o tnico grupo de
micro-organismos que apresentou taxa de crescimento
significativa, sendo que 78% das amostras apresentaram
contagens acima dos limites estabelecidos pela legislagao.
Este grupo de micro-organismos constitui-se, portanto,
em um importante indicador da qualidade sanitaria de
polpas de frutas. Assim, recomenda-se que este pardimetro
volte a ser incluido no padrao microbioldgico desta classe
de produtos no &mbito da Anvisa.

Dentre as amostras de polpas de frutas analisadas,
78% estavam em desacordo com os padrdes microbioldgicos
exigidos pela legisla¢ao. As amostras de polpas de frutas
pasteurizadas, provenientes de fabricante de outro
estado (marca A), apresentaram menor percentual de
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inadequacdo quando comparadas as polpas in natura
(fabricantes locais, correspondentes as marcas B, C, D e
E); de onde conclui-se que a pasteurizagdao confere maior
seguranga ao produto do que o simples congelamento.

Estes resultados demonstram que hé necessidade
dos fabricantes locais adequarem o processo tecnolégico
para obten¢ao de polpas de boa qualidade, a fim de atender
as exigéncias da legislacao, agregar valor econdémico ao
produto e possibilitar a conquista de novos mercados.
Por sua vez, as autoridades fiscalizadoras devem tomar
providéncias mais intensivas a fim de corrigir as irre-
gularidades encontradas, devido aos aspectos legais, de
direitos do consumidor e de saide publica envolvidos
nesta problematica.
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RESUMO

Com o reconhecimento da ma qualidade da d4gua em causar potencial risco aos pacientes em tratamentos
dialiticos, foram definidos os pardmetros de avaliagdo, entre os quais a contagem de bactérias heterotroficas.
Considerando que a escolha dos meios de cultura e as condigdes de incubagao utilizadas podem influenciar
nos resultados da avaliagao microbioldgica da dgua tratada para didlise, este estudo realizou a anilise
da eficiéncia do dgar R2A para efetuar a contagem de bactérias heterotréficas. Foram analisadas 193
amostras de dgua tratada provenientes de clinicas de dialise do municipio de Sao Paulo e de Grande Sao
Paulo, em que foram avaliadas diferentes temperaturas de incubag¢do, bem como o desempenho analitico
de dgar R2A em comparagdo ao teste realizado com dgar PCA. Nao houve diferenga significativa entre as
contagens obtidas apds a incubagdo por 96 horas a temperaturas de 23°C e 34°C. Entretanto, contagens
significativamente maiores foram observadas em dgar R2A (p < 0,02), sendo este, portanto, mais adequado
para a avaliacdo da qualidade de dgua tratada para didlise. Com a finalidade de minimizar os riscos ao
paciente sob tratamento dialitico, recomenda-se o uso do teste em dgar R2ZA combinado com maior tempo
de incubagdo, em fun¢do de sua maior sensibilidade, para a efetuar a contagem de bactérias heterotroficas
em dgua tratada para didlise.

Palavras-chave. d4gua para dialise, bactérias heterotroficas, agar R2A, dgar PCA.

ABSTRACT

To detect the potential risk which may interfere on the quality of the water used for dialysis procedure, some
assessment parameters have been established led to the definition of for its evaluation, such as the counting
of heterotrophic bacteria. Considering that the chosen culture media and the incubation conditions may
interfere on the results from microbiological analysis on water for dialysis, the present study - evaluated the
efficiency of R2A culture medium for performing the heterotrophic bacteria counting. A total of 193 samples
of water collected from dialysis clinics located in the city of Sao Paulo and in other cities of the Grande Sao
Paulo region were analyzed, and also the incubation temperature and the efficiency comparison on both
R2A and PCA media were evaluated. No difference between bacteria counting on R2A medium after 96h-
incubation at 24°C and 34°C was found. The highest bacteria counting was found on R2A medium (p <
0.02), which was considered to be mostly suitable for evaluating the water for dialysis. In order to minimize
the risks to the patient under dialysis, the water for dialysis should be carried out by bacteria counting
technique on R2A agar because of its high sensitivity, and incubating it for longer incubation times.

Key words. water for dialysis, heterotrophic bacteria, Reasoner’2 agar,Plate Count Agar.
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INTRODUCAO

Hemodialise consiste de procedimento terapéutico a
pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica, com
objetivo de remover produtos de degradagao metabdlica
e o excesso de agua e sais minerais acumulados no
organismo, em consequéncia de faléncia renal.

Pacientes portadores de doengas renais sob tra-
tamento regular de hemodiilise sao submetidos a trés
sessoes semanais com duragao de 3 a4 horas. Sao expostos
aaproximadamente 120L de dgua tratada a cada sessao'>,
separados do sangue do paciente por membrana semiper-
meavel, que pode permitir acesso direto de contaminantes
eventualmente presentes na dgua**®. O monitoramento
e a manuten¢ao dos sistemas de tratamento da dgua sao
importantes para garantir a qualidade da dgua produzida
e evitar riscos adicionais aos pacientes''?, sendo que o
reconhecimento do risco potencial resultou no estabele-
cimento de critérios e normas referentes aos parametros
de especificacdo desta dgua por parte de varios 6rgaos e
comissdes internacionais, como a European Pharmaco-
poeia e a Association for the Advancement of Medical Ins-
trumentation (AAMI)»>>781L1314 e ‘1o Brasil, os critérios
estabelecidos na Resolu¢ao RDC n° 154/2004", os quais
estabelecem que a contagem de bactérias heterotréficas
deve ser menor que 200 UFC/mL.

Parametros microbioldgicos de qualidade da
dgua tratada foram definidos com intuito de prevenir
a ocorréncia de bacteremias e reagdes pirogénicas,
considerando que a formacao de biofilmes facilita a
persisténcia microbiana no sistema e aumenta o risco de
contamina¢ao!*¢%!!-131¢ Embora a membrana intacta
do dialisador previna a contaminagao do sangue com
bactérias presentes no fluido de diélise, infecgdes podem
ocorrer se houverem defeitos na integridade da membrana,
se o nivel de contaminag¢ao microbiana da dgua for elevado
ou se ocorrer contaminagao durante o processo de reuso
dos dialisadores®*!*!>1316,

Os enfoques cldssicos de enumeragao de micro-
organismos em dgua incluem as técnicas de plaqueamento,
filtragdo por membrana e determinagao do numero
mais provavel'”. Como ocorre em qualquer técnica
microbioldgica, os resultados da enumeracao de micro-
organismos sao influenciados pelos meios de cultura
empregados em combinagdao com as condi¢oes de
incubaqéOZ,S,l}14,17719.

Existem dois tipos bdsicos de meios de cultura
empregados em andlises microbioldgicas: aqueles que

apresentam alto contetido nutricional, como Agar
caseina de soja (TSA) e Agar padrdo para contagem
(PCA), indicados para isolamento e enumeracgao de
bactérias heterotroficas e bactérias isoladas de animais
e humanos, e aqueles pouco nutrientes, como Agar
Reasoner’s 2A (R2A), que se destinam a detec¢do de
bactérias oligotréficas de crescimento lento, além de
bactérias heterotréficas com metabolismo adaptado a
ambientes aqudticos e que requerem niveis baixos de
nutrientes!”". Técnicas analiticas que utilizam meios
de cultura pouco nutrientes, associadas a periodos de
incubagdo prolongados (5 a 7 dias) em temperaturas mais
baixas (20 a 28 °C), demonstram ser mais sensiveis para
determinar a contamina¢ao microbiana em aguas para
consumo humano e em aguas tratadas para didlise>'"!*-
14171922 'embora meios de cultura mais nutrientes podem,
eventualmente, melhorar sua capacidade de recuperagao
de micro-organismos quando utilizadas condi¢des de
incubagao por periodos prolongados e temperaturas mais
baixas'. As tltimas edi¢des da Farmacopeia Americana®
e da Farmacopeia Europeia recomendam a utilizac¢ao
de Agar R2A, com incubagdo a temperaturas entre 20 e
25°C por 4 a 7 dias ou a temperaturas entre 30 a 35°C por
3 a 4 dias, para a enumeracao de bactérias heterotréficas
em dgua tratada.

Considerando a importincia e a necessidade de
avaliar a qualidade microbioldgica da dgua utilizada em
centros de didlise, este estudo teve o objetivo de comparar
a eficiéncia do Agar R2A em relagdo ao Agar PCA para a
enumerac¢ao de bactérias heterotréficas em amostras de
dgua tratada provenientes de diversas clinicas de didlise da
cidade de Sao Paulo e em cidades da Grande Sao Paulo,
coletadas no &mbito do Programa Estadual de Monitora-
mento da Qualidade de Agua Tratada para Diilise.

MATERIAL E METODO

= Desenho experimental

Neste estudo, foi realizada a comparag¢ao da enumeragao
de bactérias heterotréficas obtida em Agar R2A apds
incubagdo a temperaturas de 23°C e de 34°C (temperatura
de referéncia), bem como a comparagao da enumeragao
obtida entre os meios de cultura Agar R2A e Agar PCA
(meio de cultura de referéncia).

= Amostras

Foram avaliadas 193 amostras de dgua tratada coletadas
em clinicas de didlise do municipio de Sdo Paulo e cidades
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da Grande Sao Paulo, durante o Programa Estadual
de Monitoramento da Qualidade da Agua Tratada em
Servicos de Dialise.

As amostras foram colhidas assepticamente apds
fluxo de dois a trés minutos, conforme as orientagoes da
instituicao baseadas nas recomendacdes da American Public
Health Association (APHA)®, tendo sido transportadas em
caixas isotérmicas ao laboratério, sem ultrapassar seis
horas entre a coleta e o inicio das analises microbiolégicas,
executadas imediatamente ap6s o recebimento das
amostras.

= Enumeracao de bactérias heterotréficas

A técnica de plaqueamento em profundidade (Pour
Plate) foi executada conforme indicado em compéndios
oficiais'>*.

Para avaliar a eficiéncia do Agar R2A para
enumerar bactérias heterotréficas nas amostras, apds
diferentes temperaturas de incubacao, aliquotas de 1,0
mL de amostra foram transferidas, em quadruplicata,
ao centro de placas de Petri, estéreis, sendo adicionados
20,0 mL de Agar R2A fundido e resfriado a 45 °C as
placas. Todas as placas foram homogeneizadas e, ap6s
solidificaciao do meio de cultura, duas placas foram
incubadas a 34 + 2°C e as outras duas a 23 + 2°C, em
posicao invertida, por 96 horas. O mesmo procedimento
foi executado com aliquotas de 0,1 mL de amostra.

Adicionalmente, aliquotas de 1,0 mL de amostra
foram transferidas, em quadruplicata, ao centro de placas
de Petri, estéreis, sendo adicionados 20,0 mL de Agar R2A
fundido e resfriado a 45 °C sobre duas placas e 20,0 mL
de Agar PCA fundido e resfriado a 45 °C sobre outras
duas placas. O mesmo procedimento foi executado
com aliquotas de 0,1 mL de amostra. As placas foram
homogeneizadas e apds solidificagao do meio de cultura,
foram incubadas em posicao invertida a 34 + 2°C por 96
horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das contagens de bactérias heterotréficas/mL
obtidas em cada tipo de meio de cultura avaliado e em
cada temperatura de incubacao foram calculadas para as
amostras. Na avaliacao estatistica nao foram consideradas
as amostras que nao apresentaram contagem bacteriana,
que corresponderam a 17,56% das amostras incubadas a
24°C, 17,02% das incubadas a 34°C, 17,10% das amostras
analisadas em Agar PCA e 6,22% em Agar R2A. Todos os
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demais valores vélidos para contagem bacteriana foram
convertidos em escala logaritmica para que assumissem
distribuicao normal e cédlculos estatisticos foram
executados com o uso do software SPSS 15.0 for Windows,
com intervalo de confianga de 95%.

Com o objetivo de comparar a eficiéncia para
enumera¢ao de bactérias heterotréficas nas amostras,
foi realizado estudo de regressao linear, considerando as
temperaturas de incubacao utilizadas (Figura 1) e os meios
de cultura avaliados (Figura 2).

Micro-organismos que podem se desenvolver em
ambientes com condi¢des extremas apresentam melhores
resultados de cultivo em laboratério quando sao incuba-
dos em condi¢oes que simulem tais ambientes, sendo que
por esta razao, bactérias associadas a dgua tratada para
didlise apresentam melhor desenvolvimento em meios
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R?=0,7281 *
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Figura 1. Representacao gréafica de correlacao entre as contagens de
bactérias heterotroficas (Log, ,UFC/mL) obtidas para as temperaturas de
incubacao de 23°C e 34°C.
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Figura 2. Representacao grafica de correlacdo entre as contagens de
bactérias heterotréficas (Log, ,UFC/mL) obtidas para os meios Agar R2A e
Agar PCA, ap6s 96 horas de incubacao a 34°C
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de cultura pouco nutrientes, como Agar R2A, quando
utilizado tempo de incuba¢do superior as 48 horas e
temperatura proxima a 25°C »7 417192122 (s resultados
obtidos neste estudo indicaram alta correlagdo entre os
logaritmicos das contagens obtidas ap6s 96 horas de in-
cubagao a diferentes temperaturas (r = 0,8558, p < 0,01) e
nao haver diferenca estatisticamente significativa entre as
médias obtidas (t-Student < 1,966, p = 0,746), expressas em
Log,, UFC/mL: 1,4718 (+1,1790) para incubagao a 23°Ce
1,4366 (+ 1,0299) para incubagdo a 34°C.

Considerando a avaliagao da eficiéncia dos meios
de cultura empregados, as médias obtidas na enumera¢ao
de bactérias heterotréficas, expressas em Log,, UFC/mL,
foram 1,0421 (4 0,8894) em Agar R2A € 0,8349 (+0,9384)
em Agar PCA, sendo verificada diferenca significativa
entre as médias (t-Student < 1,649; p = 0,018), além
de alta correlagao entre os logaritmicos das contagens
nos meios avaliados (r = 0,9056, p < 0,01). Em 81% das
amostras analisadas, verificaram-se contagens de bactérias
heterotréficas significativamente maiores em Agar R2A
em relagao as obtidas em Agar PCA.

Em adigdo & comparagao da eficiéncia de
enumeracao, verificou-se o impacto da utiliza¢ao
dos meios de cultura na avaliacdao da qualidade de
193 amostras analisadas neste estudo, considerando-
se o limite maximo preconizado na Resolugao RDC
154/2004%, 200 UFC/mL. Contagens de bactérias
heterotréficas superiores a 200 UFC/mL foram obtidas
em 7,77% das amostras em Agar PCA e em 10,36%
em Agar R2A. Seis amostras analisadas apresentaram
contagens inferiores a 200 UFC/mL em Agar PCA mas
superiores ao limite maximo quando utilizado o Agar
R2A; somente uma amostra apresentou contagem
superior ao limite maximo em Agar PCA e inferior a
200 UFC/mL em Agar R2A. Estes dados sugerem que
o Agar PCA subestimou a contamina¢ao bacteriana
presente nas amostras e poderia erroneamente indicar o
atendimento aos parametros microbiolégicos definidos
na legislagao.

CONCLUSAO

Para a avaliacdo da contaminac¢io bacteriana em édgua
tratada para didlise, meio de cultura pobre em nutrientes,
como Agar R2A, ofereceu melhores resultados em relacao
ao Agar PCA, quando incubado a temperaturas de cerca
de 34°C, por 96 horas. Para minimizar o risco ao paciente
sob tratamento dialitico, recomendamos o uso do Agar

R2A combinado com periodos de incubagdo de 96 horas,
para enumeragdo de bactérias heterotréficas em dgua
para didlise, pois esse meio de cultura apresentou-se mais
sensivel.
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RESUMO

A dgua oriunda das bicas geralmente ndo é tratada e requer aten¢do especial das autoridades sanitdrias.
Neste estudo foi avaliada a qualidade da dgua das bicas localizadas nos municipios de Santos e Sdo Vicente,
Estado de Sdo Paulo. Em 2008, foram coletadas 31 amostras e foram analisadas quanto a presenca de
coliformes totais e termotolerantes, além das seguintes caracteristicas fisico-quimicas cloreto, cloro residual
livre (nas dguas tratadas), cor aparente, dureza, ferro, nitrato, nitrito, odor, pH, s6lidos totais dissolvidos,
sulfato e turbidez. Durante a coleta das amostras, foi aplicado um questionario ao usudrio ou morador
das proximidades da bica e esclarecido que ndo se tratava de fiscalizagdo. Das 31 amostras analisadas,
apenas seis foram aprovadas, de acordo com a Portaria 518/2004 do Ministério da Satude. Foi detectada
a presenca de coliformes fecais em 13 amostras. O nitrato foi insatisfatério em 14 amostras, o pH em 12
e a cor aparente em uma amostra. Houve resisténcia de algumas pessoas em responder ao questiondrio,
temerosos pelo fechamento das bicas e alegando que esse tipo de dgua ser melhor do que a tratada. O
monitoramento constante da dgua de bicas pelas vigilancias sanitdrias municipais serd de grande valia,
bem como o estabelecimento de campanha entre os usudrios para desmistificar essa questdo cultural sobre
a qualidade de dgua proveniente de bica.

Palavras-chave. dgua, bicas, qualidade, satide publica, Santos, Sao Vicente.

ABSTRACT

The water coming from spouts is not usually treated, and requires special concern from health authorities.
This study evaluated the quality of drinking water collected from spouts located in Santos and Sdo Vicente
municipalities, SP, Brazil. In 2008, 31 water samples were collected, and the total and thermotolerant coliforms,
chloride, free residual chlorine (in treated water), apparent color, hardness, iron, nitrate, nitrite, odor, pH,
total dissolved solids, sulfate and turbidity were assessed. During the sample collection, a water user and/
or a person who lives nearby the spout were requested to answer a prepared questionnaire, explaining that
it was for scientific research purpose. Of 31 analyzed samples, six only were in compliance with the Decree
518/2004 of the Brazilian Ministry of Health. The presence of fecal coliform in 13 samples was detected.
Nitrate was unsatisfactory in 14, pH in 12, and one sample was inadequate on apparent color. Some persons
did not agree in answering the questionnaire, as they were afraid of the spout could be closed off, and arguing
that the water from spout is better than that treated one. A constant monitoring of water from spout by the
Municipal Sanitary Surveillance should be a worthwhile action, and also to establish a campaign among the
users to elucidate the misconception on this cultural issue about the quality of spout water.

Key words. water, spout, quality, public health, Santos Municipality, Sdo Vicente Municipality.

Rev Inst Adolfo Lutz, 68(2):237-44, 2009 237



Tavares DS, Alonso ACB, Mello ARP, Sousa CV, Gonzalez E, Passos EC et al. Qualidade da dgua de bicas localizadas nos municipios de Santos e
Sdo Vicente, Estado de Sao Paulo, Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(2):237-44, 2009.

INTRODUCAO

A édgua ocupa dois ter¢os da superficie da Terra mas, s6
de 2,5a3,0% é doce e menos de 1,0% esta disponivel para
consumo’. O Brasil tem em torno de 12% das reservas de
dgua doce disponivel no planeta®. E indispensavel a todos os
seres vivos, mas se estiver contaminada pode se tornar um
problema de satide publica, causando diarreias, infec¢oes
intestinais e outras doengas, podendo levar a ébito’.

Considerando que a potabilidade da dgua pode ser
afetada pelas condi¢cdes ambientais e ocupa¢ao humana
desordenada, é necessario muitas vezes um tratamento’.
O convencional inclui as etapas de coagulacio, floculagao,
decantacio, filtra¢do, desinfeccao e fluoretagdo, a fim de
que a dgua assim tratada venha a atender as normas de
qualidade para consumo humano*”.

Ressalte-se que em 1992 foi instituido no Estado
de Sao Paulo o Programa de Vigilancia da Qualidade
da Agua para o Consumo Humano — PROAGUA® pelo
qual a Vigilancia Sanitaria dos municipios faz a coleta
de amostras de agua tratada ou nao durante todo o ano
e as encaminha para andlise na rede de laboratérios do
Instituto Adolfo Lutz (IAL).

A Portaria n° 518, de 25 de marco de 2004, do
Ministério da Satde é o instrumento legal em vigor
no Brasil para o controle da qualidade tanto da dgua
tratada como das chamadas soluc¢des alternativas de
abastecimento de dgua para consumo humano, entre as
quais acham-se as bicas™®.

Na referida legislagao estao estabelecidos mais
de 50 padroes de potabilidade para substancias quimicas
que representam riscos a satide humana, como fluoreto,
nitrato, nitrito e cloro residual livre, além de 20 padroes de
aceitacdo da dgua para consumo humano, entre os quais
cloreto, cor aparente, dureza, ferro, odor, sélidos totais
dissolvidos e turbidez’.

No que refere aos padroes microbioldgicos de
potabilidade, a legislacdo prevé apenas os parametros
Escherichia coli ou coliformes termotolerantes e coliformes
totais”.

O grande nimero de ensaios fisico-quimicos
acima citados dificulta que sejam realizados na sua tota-
lidade pelos laboratérios oficiais e privados para avaliar
a qualidade das amostras de dgua destinadas ao consu-
mo humano devido ao tempo que demandaria a sua
execucdo e a capacidade técnica e de recursos humanos.
Deste modo, alguns ensaios sao priorizados em fung¢ao
dos programas ou por serem indicativos da qualidade
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das dguas, como ocorre nos servicos de rotina da Secao
de Bromatologia e Quimica do Laboratério Regional de
Santos do IAL. Ainda com respeito as bicas, estas em geral
nao sofrem tratamento e requerem atencdo especial das
autoridades sanitdrias, visto que representam um risco
potencial de contaminagao’. E o caso da Regido Metropo-
litana da Baixada Santista (RMBS), Estado de Sao Paulo,
composta por nove municipios, com sede em Santos e
uma populacao fixa superior a 1.600.000 habitantes, em
2007, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica — IBGE’. Ressalte-se que aquele nimero
duplica ou até triplica, principalmente na temporada de
verao, devido a seu potencial turistico.

Deve ser destacado que o municipio-sede, com
aproximadamente 420.000 moradores, tem cerca de 80
bicas, de acordo com informagao da Secao de Vigilancia
Sanitdria da Secretaria Municipal de Satide (Sevisa),
muitas delas localizadas nos morros. Ainda conforme a
Sevisa, todas estdo com as dguas contaminadas, porém
ndo as tem coletado para anélise hd muitos anos como
parte do Programa PROAGUA, por forga de legislacao
ambiental®'.

Por sua vez, Sao Vicente, o segundo municipio
mais populoso daquela regidao, com mais de 320.000
habitantes, possuia no ano de 2008 s6 cinco bicas
cadastradas oficialmente pela Secretaria de Satide. Entre-
tanto, uma delas merece destaque por se tratar de um
conhecido ponto turistico regional e nacional, devido
entre outros fatores a suposta boa qualidade de suas dguas,
que é a Biquinha Padre Anchieta, localizada na drea central.
A propésito, a Vigilancia Sanitaria local tem coletado
apenas amostra da mesma, como soluc¢io alternativa,
inserido no PROAGUA.

Mesmo demonstrada a importancia do exposto,
poucos levantamentos tém sido publicados sobre a
qualidade das aguas de bicas da RMBS e, mesmo assim,
restritos ao municipio de Santos e realizados hd muito
tempo, como o da Cetesb, em 1978".

No tocante ao levantamento feito pela Cetesb,
foram coletadas 20 amostras, das quais apenas quatro
tiveram resultado analitico satisfatério. Foi recomendada a
desativa¢ao de sete bicas porque as amostras de suas dguas
foram reprovadas quanto a potabilidade e apresentarem
dificil protegao sanitaria'’.

Com base no exposto, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a potabilidade de dguas de bicas localizadas
nos municipios de Santos e Sdo Vicente, Estado de Sao
Paulo, em 2008.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas pela préopria equipe, entre os meses de
junho e setembro de 2008, 31 amostras de dgua de bicas,
sendo 11 no municipio de Sdo Vicente e 20 em Santos,
conforme a Tabela 1.

O critério para a escolha das bicas foi a de maior
demanda de usudrios, com base em informagoes obtidas
de levantamento realizado pela Cetesb'® junto as equipes
da Secao de Vigilancia Sanitaria e a populacao dos
referidos municipios.

Os pontos de coleta cujas amostras receberam os
numeros 12, 13, 16, 21, 22, 24, 27, 28 e 30 fizeram parte
do levantamento da Cetesb'’, que envolveu 20 bicas.
Nao foi possivel coletar amostras nas outras onze bicas,
porque algumas acabaram sendo desativadas, outras nao
foram localizadas ou ainda pela proibicao dos atuais
proprietarios das dreas onde elas se localizam.

As bicas correspondentes as amostras nimeros
12, 13, 15, 17, 18, 29 e 31, localizadas em Santos, sdao
consideradas solugdes alternativas individuais pois se
situam no interior de estabelecimentos comerciais,
residéncias ou semindrio, sem livre acesso ao publico,
enquanto que as demais sao coletivas justamente pelo
oposto. Por essa razdo, o endereco completo das mesmas
nao consta na Tabela 1.

Por outro lado, as bicas cujas amostras estao
identificadas pelos nameros 2, 3, 6, 7 e 9 eram as dnicas
cadastradas pela Se¢ao de Vigilancia Sanitdria de Sao
Vicente no ano de 2008.

Apenas duas bicas tinham suas dguas tratadas
com cloro ou derivados, de acordo com informagao dos
responsdveis, ou seja, as de ndmeros 6 e 29.

Foram determinados como pardmetros microbio-
légicos os coliformes totais e Escherichia coli pela técnica
do substrato definido (Colilert), descrita na metodologia
da APHA (2005)'L.

Os ensaios fisico-quimicos realizados em
laboratério foram: cloreto, cloro residual livre (s6 nas
dguas tratadas), cor aparente, dureza, ferro, nitrato, nitrito,
odor, pH, sulfato e turbidez, segundo as técnicas descritas
pela Anvisa/MS (2005)"2.

Em campo, foi medido o teor de sélidos totais
dissolvidos, com o uso de um condutivimetro portatil,
seguindo o procedimento descrito no manual do
aparelho.

No momento da coleta, foi aplicado um questio-
ndrio a usudrio presente no local ou morador das
proximidades da bica, sem identificacdo do entrevistado
com o esclarecimento de que ndo se tratava de fiscaliza¢ao
e sim de um monitoramento sanitdrio (Quadro 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 31 amostras, apenas 6 (19,4%) foram apro-
vadas, sendo 3 em Santos (amostras numeros 14, 15 e
31) e 3 em Sdo Vicente (amostras 3,8 e 11), tendo como
base os padroes estabelecidos pela Portaria 518/2004 do
Ministério da Saude’.

Amostra N°® __ /2008

Obs.:

1. Idade: __anos.

2. Sexo: ___masc. ___ fem.

3. Procedéncia: ___ morador do bairro ___ de outro bairro ___ turista

4. Frequéncia de consumo: ___didria ___ semanal ___mensal ___raramente
5. Quantidade consumida ou transportada:

6. Tem conhecimento da qualidade da 4gua? ___sim ___ ndo

Quadro 1. Questionario aplicado junto aos usuarios das dguas de bicas.
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Tabela 1. Localizacdo das bicas (denominacao da via publica e/ou nome popular da bica, bairro, tipo de
imoével, se particular) e data da coleta das amostras de dgua

amostra

N° da

* * * *

*

* * * *

*

—_—
—‘OLOOO\IO)U‘I-DUUN—‘

_
w N

14

15
16

17

18
197
207
217
22"
23"
24"
257
26"
27"
28"

29
30°

31

Municipio

Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Sao Vicente
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos
Santos

Localizacao

Sitio Itaquitanduva, Bairro Japui

Rua Antonio Luiz Barreiros esquina R. Aviador Edu Chaves, Japui

Bica N. Sra. de Lourdes, Itararé

Av. Manoel da Nébrega, Itararé

Av. Tupiniquins, proxima a Ponte Pénsil

Biguinha Padre Anchieta, Centro

Bica Santa Tereza ou Cruzeiro, Vila Voturua

Rua Francisco da Costa Pires, Vila Sao Jorge

Rua Antonio Luiz Barreiros, final, Japui

Praia do Itaquitanduva, Japui - Bica n° 1

Praia do Itaquitanduva, Japui - Bica n° 2

Marapé (comércio)

Marapé (casas populares)

Subida do Morro do Marapé

Marapé (casa)

Av. Nilo Pecanha, Marapé

Marapé (casas populares)

Valongo (casa e comércio)

Rua Nossa Senhora de Lourdes, Morro do Pacheco
Bica Sao Lucas, Morro do Pacheco

Bica do Morro Ilhéu Baixo, Bom Retiro

Bica Santa Edwiges, Caneleira

Rua ltanhaém, Chico de Paula

Bica do Sapo ou da Lavadeira, Morro da Nova Cintra
Rua 4, Morro do Pacheco

Rua Coronel Galhardo, Morro da Nova Cintra
Gruta Nossa Sra. de Lourdes, Morro da Nova Cintra
R. 1, Caminho Santa Maria, Morro da Nova Cintra
Rua do Seminario, Morro da Nova Cintra - tanque 3
Bica do Sao Bento, Morro da Nova Cintra

Rua do Seminério, Morro da Nova Cintra - nascente

Data da

coleta

2/6/2008
2/6/2008
2/6/2008
2/6/2008
8/6/2008
8/6/2008
19/6/2008
19/6/2008
1/7/2008
17/9/2008
17/9/2008
1/7/2008
1/7/2008
16/7/2008
16/7/2008
16/7/2008
16/7/2008
24/7/2008
30/7/2008
31/7/2008
4/8/2008
7/8/2008
7/8/2008
12/8/2008
13/8/2008
21/8/2008
21/8/2008
28/8/2008
28/8/2008
28/8/2008
10/9/2008

* Bicas de uso publico
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A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos em
todos os parametros insatisfatorios e a Figura 1 o total
de amostras aprovadas e reprovadas nos dois municipios
amostrados.

EReprovadas O Aprovadas

18 17

16

14

12

10
8
6
4
5

Santos Sao Vicente

Pode ser observado que, dos 13 parametros
avaliados, seis foram reprovados em pelo menos uma das
amostras (cloro residual livre, nitrato, pH, cor aparente,
coliformes totais e coliformes fecais) e, por exclusio, os
outros sete foram aprovados em todas.

Com relagao aos ensaios microbioldgicos, foi
verificada a presenca de coliformes fecais em 13 (41,9%)
amostras, indicando que a dgua esteve em contato com
dejetos animais, conforme mostra a Tabela 2. Embora as
amostras n° 6 (Biquinha Padre Anchieta) e 29 (Rua do
Seminadrio, tanque 3) fossem tratadas com cloro, a segunda
apresentou coliformes totais, contrariando a legislagao.

A amostra nimero 31 (Rua do Semindrio,
nascente) também apresentou coliformes totais e foi
coletada no mesmo local da 29, porém como nao sofre
tratamento com cloro, é considerada satisfatéria quanto
a0 ensaio em questao.

Ja a amostra namero 23 (bica da Rua Itanhaém)
foi insatisfatria quanto a presenca de coliformes fecais.
Conforme pode ser constatado pelos autores deste
trabalho no momento da coleta da amostra, dois usudrios
coletavam dgua daquela bica e a transportavam em
diversos galoes de 20 litros numa camionete, declarando
que a utilizagdao da dgua ocorreria também na empresa
em que trabalham.

Quanto as analises fisico-quimicas, cabe observar
que o teor de cloro residual livre da amostra nimero 6 foi o
minimo exigido pela citada Portaria’ (0,2 mg/L), enquanto
que o da amostra 29 correspondeu a metade desse valor, o
que certamente facilitou a presenca de coliformes totais.

J4 o pardmetro nitrato revelou valores acima do
limite méximo legal (10 mg/L) em 14 (45,2%) amostras,
pressupondo que se encontravam contaminadas por
despejos de esgotos, restos de animais ou dguas de
escoamento agricola contendo fertilizantes nitrogenados®.
Dentre elas inclui-se a amostra 6, coletada na Biquinha
Padre Anchieta.

O pH revelou-se insatisfatério em 12 (38,7%)
amostras, com todos os resultados abaixo do intervalo
recomendado pela legislacao (6,0 a 9,5), presumindo
tendéncia corrosiva dessas dguas'®'*'>. Uma delas foi
novamente a de nimero 6, correspondente a Biquinha
Padre Anchieta que, como jé foi ressaltado, ¢ um conhecido
ponto turistico.

A par dos resultados verificados no presente
monitoramento, as amostras de d4gua daquela bica vém
apresentando resultados insatisfatérios quanto aos valores
de cloro residual livre, nitrato, pH, coliformes totais e fecais
dentro do Programa PROAGUA, de acordo com os registros
das andlises efetuadas pelo Laboratério Regional de Santos
do Instituto Adolfo Lutz nos anos de 2007 e 2008.

De acordo com informacao da equipe de Vigilancia
Sanitdria da Secretaria de Saude de Sao Vicente, a
responsabilidade pelo tratamento da 4gua da mencionada
bica é de uma empresa contratada pela Prefeitura
Municipal.

Finalmente, a cor aparente foi discordante
somente na amostra 10, tendo sido insatisfatéria também
para coliformes fecais.

A Figura 2 apresenta o nimero de amostras
aprovadas e reprovadas de acordo com os parimetros
analisados.

[ Reprovadas  [J Aprovadas
30

30
25 A
20
15 1
10

5-

0

pH Cor Nitrato Coliformes
aparente fecais

Figura 2. Total de amostras de dgua de bicas aprovadas e reprovadas de
acordo com o parametro analisado.
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Tabela 2. Andlise das amostras de agua de bicas dos municipios de Santos e Sao Vicente: resul-
tados obtidos para os parametros insatisfatorios

Amtzstra Municipio  CRL (mg/L) pH Cor apa- Nitrato Coliformes totais Escherichia coli
n rente (Uhz) (mg/L) (N.M.P/100mL) (N.M.P./100mL)
1 Sao Vicente N.T* 6,6 3,0 4,8 9,9 2,0
2 Sao Vicente N.T* 6,7 4,3 3,0 >200,5 19,2
3 Séo Vicente N.T* 6,3 2,2 4.4 7,5 Zero
4 Sao Vicente N.T* 5,5 1,7 7,0 >200,5 4,0
5 Sao Vicente N.T* 6,2 5,5 1,0 >200,5 118,4

6** Sao Vicente 0.2 5,6 2,4 17,2 Zero Zero
7 Sé&o Vicente N.T* 6,6 1,6 24,6 109,1 zero
8 Séo Vicente N.T* 6,9 0,7 4.4 1,0 Zero
9 Sao Vicente N.T* 6,4 4,4 2,6 >200,5 28,8
10 Sédo Vicente N.T* 7,5 29 8,8 27,1 45,3
11 Sao Vicente N.T* 6,2 3,0 6,6 >200,5 zero
12 Santos N.T* 6,4 7,2 5,7 >200,5 83,1
13 Santos N.T* 6,8 5,2 7,5 >200,5 45,3
14 Santos N.T* 6,2 0,2 7.5 >200,5 Zero
15 Santos N.T* 6,1 0,1 9,2 45,3 zero
16 Santos N.T* 5,9 8,5 10,6 42,9 Zero
17 Santos N.T* 6,0 2,1 24,6 144,5 113,7
18 Santos N.T* 6,1 3,9 24,6 >200,5 Zero
19 Santos N.T* 5,9 0,7 26,8 9,9 zero
20 Santos N.T* 5,8 2,9 33,9 36,4 zero
21 Santos N.T* 5,5 3,9 9,3 Zero Zero
22 Santos N.T* 5,8 0,9 20,2 11,1 Zero
23 Santos N.T* 7,0 1,3 10,0 >200,5 11,1
24 Santos N.T* 5,3 1,7 26,4 Zero Zero
25 Santos N.T* 6,2 11,8 36,5 >200,5 >200,5
26 Santos N.T* 5,3 2,6 34,3 zero zero
27 Santos N.T* 5,3 1,8 38,6 Zero >200,5
28 Santos N.T* 5,4 2,6 21,1 >200,5 >200,5

290*%* Santos 0.1 7,0 3,0 5,3 101,3 Zero
30 Santos N.T* 5,0 2,5 47,5 Zero Zero
31 Santos N.T* 6,6 4,9 7,0 20,7 zero

N.T* = ndo tratada
** Tratada com cloro
N.M.P. = nimero mais provavel
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Parte destas bicas ja havia apresentado a qualidade
da 4gua em discordancia com a legislacio em analises
efetuadas no Laboratdrio Regional de Santos do Instituto
Adolfo Lutz, em 1992 e 1993, e levantamento publicado
pela Cetesb em 1978

No tocante ao levantamento acima citado, apenas
a amostra de nimero 21 (Bica do Morro do Ilhéu Baixo)
foi aprovada simultaneamente naquela ocasidao e no
presente monitoramento.

Cabe destacar que as bicas, cujas amostras
correspondem aos nimeros 12, 13 e 27, revelaram -se
insatisfatérias em ambos os estudos pelo exame bac-
teriolégico. Foi recomendada pela Cetesb, inclusive, a
desativacao da nimero 13, localizada em uma drea de
casas populares.

Por sua vez, as amostras de nimero 27 e 30 foram
reprovadas nos dois trabalhos pelo teor de nitrato acima
do limite maximo legal permitido, exigindo atengao
especial.

Com relagdao ao questiondrio, houve resisténcia
de alguns entrevistados em respondé-lo e até de
permitir a coleta de amostras ou de fotografar as bicas,
demonstrando temor de que fosse utilizado para seu
fechamento, além de alegar que esse tipo de dgua é melhor
do que a de abastecimento publico, configurando uma
questao cultural.

Outros usudrios colaboraram de pronto por
entender que o trabalho reverteria em beneficio de
sua propria saude e dos familiares, afirmando nao ter
conhecimento da qualidade da dgua das bicas que se
servem.

A maioria respondeu que consome diariamente
a dgua das bicas proximas as suas residéncias, sendo que
uma parte declarou que, além de bebé-la no local, coleta
de um a 20 litros em garrafas ou galdes pldsticos e os
transporta para consumo familiar.

Finalmente, no tocante a pelo menos duas bicas,
correspondentes as amostras nimeros 6 (Biquinha Padre
Anchieta) e 23 (Rua Itanhaém, Chico de Paula), alguns
usudrios coletam e transportam de uma sé vez diversos
galdes de 20 litros, declarando que a utilizagao da dgua
seria feita nas residéncias e/ou nas empresas em que
trabalham.

No caso da amostra ndmero 12, cuja bica fica no
interior de uma floricultura, uma funciondria informou
que a dgua é usada apenas para regar as flores e limpar
as instalacdes.

CONCLUSAO

O parametro nitrato foi o que revelou mais resultados
insatisfatorios, seguido pelos coliformes fecais e pH,
indicando contaminagao por dejetos animais, despejos de
esgotos e tendéncia corrosiva das respectivas amostras.

Considerando principalmente os resultados
acima citados, sugere-se um monitoramento constante
da qualidade das dguas de bicas por parte da Vigilancia
Sanitdria nos municipios ora monitorados.

Tendo em vista a pouca receptividade de alguns
usudrios das dguas de bicas ou moradores das proximidades
durante a aplica¢do do questiondrio, faz-se necessario um
melhor esclarecimento aos mesmos quanto a qualidade
dessas dguas por parte das autoridades competentes e dos
meios de comunicagao.
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RESUMO

Investigacdes sobre os procedimentos de precau¢do e manipulacdo dos rejeitos radioativos, gerados na
iodoterapia, sio muito pouco discutidas na literatura. A aplica¢do destes procedimentos de precaucio,
atendendo as normas da legislagao vigente, depende diretamente do grau de conhecimento da equipe de
enfermagem na manipulagdo do '], radioisétopo empregado na iodoterapia. Este trabalho apresenta uma
avaliacdo critica dos procedimentos de precauc¢do e manipulagao adotados pela equipe de enfermagem na
terapéutica da iodoterapia utilizando um instrumento de andlise, validado por um pré-teste e aplicado a equipe de
enfermagem da unidade de internagao da iodoterapia, em trés hospitais (A, B - filantrépicos; C - privado), analisando:
conhecimento especifico da equipe de enfermagem e atendimento as normatizagdes. A anélise comparativa
mostrou significativa diferenga dos procedimentos realizados na iodoterapia pela equipe de enfermagem
nos hospitais estudados. Os procedimentos de precaugio e a adequacdo da infra-estrutura na realizagao
da terapéutica da iodoterapia dependem fundamentalmente da fiscalizacdo dos 6rgaos competentes, do
conhecimento especifico e responsabilidade do profissional responsavel pelo servigo de Medicina Nuclear,
e do incentivo da dire¢ao do estabelecimento prestador de satde.

Palavras-chave. iodoterapia, iodo-radioativo, rejeitos radioativos.

ABSTRACT: Investigations into the precautionary and handling procedures of radioactive wastes generated
in iodotherapy have been little discussed in the literature. According to current legislation, the application
of these precautionary procedures depends directly on the degree of knowledge of the nursing staff about
how to handle "*'I, the radioisotope used in iodotherapy. This paper presents a critical assessment of
the precautionary and handling procedures adopted by iodotherapy nursing staff, using an instrument
of analysis validated by a pretest and applied to the nursing team of the iodotherapy inpatient units of
three hospitals (A, and B — public; C — private), analyzing the specific knowledge of the nursing staff and
their observance of standards. A comparative analysis revealed significant differences in the iodotherapy
procedures carried out by the nursing teams in the hospitals of this study. The precautionary procedures
and the infrastructure’s suitability for the application of iodotherapy depend essentially on the control of
competent agencies, the specific knowledge and supervision of a healthcare professional responsible for
Nuclear Medicine, and support from the top management of the healthcare provider.

Key words. iodotherapy, radioactive iodine, radioactive wastes.
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INTRODUCAO

Os Residuos de Servigo de Satide (RSS), embora constituam
cerca de 2% do volume total dos residuos urbanos gerados,
oferecem riscos de exposigao, tanto aos trabalhadores da
drea da saide quanto aos usudrios, particularmente os
residuos infectantes e os rejeitos radioativos.'

Os rejeitos radioativos, gerados pelos estabele-
cimentos prestadores de servigos de satide, representam
uma parte significativa de RSS, que nao sao degradaveis
por processos quimicos e fisicos, resultantes do uso de
substancias radioativas nao-seladas para fins terapéuticos,
de diagndstico e de pesquisa. A disposicao final destes
rejeitos em aterros ou em corpos hidricos oferece risco a
satde e a0 meio ambiente.?

Uma terapéutica que gera rejeitos radioativos é a
iodoterapia. A iodoterapia, terapéutica com o radioiodo,
pode utilizar os is6topos radioativos do Iodo, o '*I (por
possuir tempo de meia-vida curto, porém com elevado
custo) e o 1. Embora utilizada hé cerca de 50 anos, é uma
terapéutica pouco divulgada, sendo capaz de tratar desde
patologias benignas com alteragdes da fungao tireoideana
como o hipertireoidismo até patologias neopldsicas, como
o carcinoma diferenciado da tiredide, tanto em adultos
como em criangas.’

Essa terapéutica pode ser realizada tanto em
ambulatério, quando o paciente recebe a dose radioativa
na unidade de medicina nuclear, sendo orientado para
ficar em isolamento no seu domicilio, quanto em unidade
de internagao hospitalar. O requisito bésico que justifica
a internagdo é a aplicacdo do "'l com atividade acima
de 1,11 Gigabecquerel (Gbq) (30 milicurie), conforme
norma estabelecida pela Comissao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN-NE-3.05./96).* Esta resolugao, publicada
no D.O.U. de 19/04/1996, estabelece requisitos de
radioprotecdo e seguranca para os servicos de medicina
nuclear, tendo aplicabilidade as atividades relativas ao uso
de radiofarmacos para fins terapéuticos e diagndsticos in
vivo no campo da medicina nuclear.

As normas que regem a biosseguran¢a do
elemento *'I devem ser consideradas quanto as precaugdes
e procedimentos utilizados pelos Enfermeiros, Técnicos
de Enfermagem e Auxiliar de Enfermagem, integrantes da
equipe de enfermagem que atuam diretamente na unidade
de internagao, durante 24 horas.*

A equipe de enfermagem desempenha papel
fundamental no tratamento do paciente submetido a
iodoterapia, pois é responsavel pelo preparo do quarto
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que antecede a interna¢do do paciente, pela orienta¢do
quanto aos protocolos e precau¢des durante a internagao,
pelo gerenciamento dos rejeitos radioativos apds a alta,
além de amenizar o medo e a ansiedade expressos pelo
paciente que ird permanecer internado e isolado de
visitas: a humanizagao da assisténcia de enfermagem
torna-se um fator bastante colaborativo para que o
paciente sinta-se bem durante a interna¢ao. Embora este
paciente esteja relativamente em boas condigoes de satde,
ele esta suprido de sua reposi¢ao hormonal, (supressao
necessaria para a realizagdo da iodoterapia), podendo
encontrar-se letdrgico, sonolento, deprimido e, portanto,
com certa dificuldade de assimilar informacdes. Por isso,
o profissional da enfermagem deve detalhar as orienta¢des
e refor¢d-las sempre que necessario.’

Investigacdes sobre os procedimentos de precau-
¢ao e manipulac¢ao dos rejeitos radioativos, gerados na
iodoterapia, sdo muito pouco discutidas na literatura.*”
Estes autores alertam para a importancia das acdes da
equipe de enfermagem, tanto nas precaugdes e geren-
ciamento, quanto ao processo de decaimento e destino dos
rejeitos radioativos gerados no periodo de internagao.

A aplicagao destes procedimentos de precaugao,
atendendo as normas da legislacao vigente, depende
diretamente do grau de conhecimento da equipe de
enfermagem na manipulagao do "', radioisétopo
empregado na iodoterapia.

Os trabalhos registrados na literatura vém dis-
cutindo, principalmente, questdes referentes a terapéutica
da iodoterapia, tais como: eficicia da dose, complica¢des
apds utilizacao de altas doses, exposi¢do radioativa do
paciente ap0s a terapia, efetividade da meia—vida do "I,
exposi¢ao de familiares, especialmente criancas e gestantes,
quando a terapéutica é realizada com baixas doses e o
paciente permanece isolado em sua residéncia®”%%1%11,
Nos estudos brasileiros, a eficicia do tratamento no
cancer diferenciado da tiréide (CDT), também é o foco
principal. Nascimento'? trabalhou a questao da biocinética
e a dosimetria citogenética e Antonucci'? desenvolveu um
protocolo para avaliar eficiéncia da terapéutica com 1.

Outros estudos discutem a geragao de rejeitos
radioativos nas Universidades; propostas de gerenciamento
destes materiais, particularmente o processo de decaimento,
e evidenciam que hd uma séria preocupagdo com este
tema."

Considerando a importincia do conhecimento
especifico da equipe de enfermagem no gerenciamento da
iodoterapia em unidades hospitalares, o nimero restrito
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de investigacoes sobre este tema, o risco carcinogénico
direto ou indireto da manipula¢do de elementos
radioativos sobre a saide e o ambiente, este trabalho tem
como objetivo investigar os procedimentos utilizados,
na iodoterapia, durante o periodo de internagao e alta
hospitalar, em trés hospitais, e compara-los com as
exigéncias e recomendacdes vigentes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em hospitais de grande porte
do Estado de Sdo Paulo que realizam a iodoterapia. Dos
oito hospitais contatados, trés (A, B e C) concordaram em
participar da pesquisa.

= Elaboracao e aplicagao do instrumento de andlise
Com a finalidade de estruturar a coleta de dados nos
hospitais, e avaliar o grau de conhecimento dos profissionais
envolvidos na manipula¢ao dos rejeitos do ', frente as
normas e resolugdes vigentes, foi elaborado um questionario
para ser aplicado aos integrantes da equipe de enfermagem
da unidade de internag¢do da iodoterapia.

Este instrumento de andlise, elaborado com base
nos procedimentos normativos definidos nas Legislacoes
CNEN-NE-3.01 janeiro/2005 '*, CNEN-NE-3.05
mar¢o/1996 * e CNEN-NE-6.05 outubro/1985 '%, Andrade
(1997)'7 e em conhecimentos cientificos da atividade
fisica do *'I, foi validado com aplicagdo de um pré-teste,
visando avaliar a sua aplicabilidade e permitir ajustes e
alteragdes necessdrias.

Os aspectos abordados no instrumento sdo:

+ formagao profissional da equipe de enfer-

magem,

*  tempo de servico,

+  compreensao dos conceitos de contaminagao e
irradiacdo,

+ procedimentos de preparo do quarto de
internacao antes, durante e ap6s a iodoterapia,

+  vias de elimina¢ao dos rejeitos,

+ adequacodes das instalagoes intra-hospitalares,
principalmente quanto cumprimento das
medidas relacionadas ao decaimento dos
rejeitos radioativos gerados durante o periodo
de internagao.

Os questionarios foram distribuidos pelo enfer-
meiro chefe a equipe de enfermagem de cada hospital,
compreendendo 11 enfermeiros, 23 técnicos de enferma-
gem e 18 auxiliares de enfermagem.

Os participantes da pesquisa responderam ao
questiondrio sem informagdes prévias, para que as
respostas retratassem o real conhecimento da equipe de
enfermagem.

= Tratamento e analise dos dados

O tratamento dos dados foi realizado por categoria
da equipe de enfermagem, por unidade hospitalar,
determinando-se o perfil de cada hospital, comparando
os procedimentos adotados com as normatizagdes CNEN-
NE, especialmente quanto ao processo para decaimento
dos rejeitos radioativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em uma recente e detalhada revisao bibliogréfica, sobre os
riscos de residuos de servigos de satide, Takayanagui et al'®
(2005), relatam apenas duas investigagdes sobre rejeitos
radioativos, mostrando a necessidade de levantamento
de dados cientificos sobre este tema. Assim, analisar os
procedimentos de precaucdo e manuseio de rejeitos
radioativos adotados pela equipe de satde de unidades
hospitalares que aplicam a iodoterapia é de fundamental
importincia para a protecao da equipe de satde e do
meio ambiente.

= Caracterizagao dos hospitais

A drea da iodoterapia de cada unidade hospitalar foi
caracterizada pelo nimero de quartos, nimero de leitos,
local para aplicacdo da dose, itens de adequacao as
normatizagoes e destino dos rejeitos radioativos, como
mostra o Quadro 1.

O Hospital A, filantrépico, atende parcialmente
as exigéncias legais do CNEN-NE, no preparo do quarto:
os materiais de revestimento (plasticos) utilizados nao
protegem os pontos de risco por nao terem espessura
segura e nao serem adequadamente fixados, ndo reveste a
mesa, poltrona, telefone. E preciso ressaltar, entretanto, que
a referida norma nao especifica a espessura adequada do
plastico a ser empregado, podendo suscitar interpretagdes
controvérsias. Esta instituicdo nao realiza a etapa do
decaimento dos rejeitos radioativos.

O Hospital B, também filantrépico, atende as
exigéncias legais no preparo do quarto, tanto na qualidade
dos materiais empregados quanto na técnica de fixa¢ao dos
mesmos nos pontos de riscos, que determinam a prote¢ao
radiol6gica do ambiente de internacao, ressaltando-se o
registro do monitoramento da taxa de exposi¢ao didria
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Quadro 1. Caracterizacdo dos Hospitais pelo nimero de quartos, nimero de leitos, local para aplicacdo da dose, itens
de adequacdo as normatizacoes e destino dos rejeitos radioativos.

AREA
Capacidade
Local de

Manipulagao do
131i

Classificacdo do
Hospital

Area da iodotera-
pia

N° de Quartos

N° de Leitos
Aplicacéo da dose

Area do quarto de
iodoterapia

Identificacdo na
porta do quarto

Biombo de
chumbo

Servico de
Nutricdo e
Dietética.

Roupas de cama e
banho

Processo de de-
caimento

HOSPITAL - A
220 Leitos

Unidade Medicina Nuclear
Manipulacao segue normatizacoes

Fundacao, Filantropico Oncoldgico

Quarto de internacao
dentro da Unidade de Clinica
Médica

01
02/quarto
Quarto de Internacao

* Atende 0s quesitos para inter-
nacdo, de maneira insatisfatoria,
conforme  normatizacdo CNEN-
3.05/96

Atende a normatizacdo CNEN-
3.05/96, parcialmente, possui ha
identificacdo da porta do quarto ap-
enas o, Nome e telefone do médico
da medicina nuclear, no momento
estavam sem o fisico no servico.
Nao indica, data de internacdo e
medidas de exposicdo diaria

Hospital possui

Dieta acondicionada em recipi-
entes descartdveis. Os restos ali-
mentares, jogados no contéiner de

lixo, com emblema de infectante,
retirados apos a alta

Trocadas ap6s a alta

Esta etapa ndo é realizada

HOSPITAL - B
200 Leitos

Unidade Medicina Nuclear
Manipulacdo segue normatiza-
coes
Fundacéo, On-
colégico

Filantrépico

Quarto de Internacao
dentro da Unidade de Clinica
Médica

02
02/quarto- 04 leitos
Quarto de Internacao

Atende todos os quesitos para
internacdo, conforme norma-
tizacdo CNEN- 3.05/96

Atende a normatizacdo CNEN-
3.05/96

(Nome e telefone do médico e
do fisico da medicina nuclear,
data de internacao e medidas de
exposicdo diaria)

Hospital possui

Dieta acondicionada em recipi-
entes descartaveis. Os restos ali-
mentares, jogados no contéiner
de lixo, com emblema de rejeito
radioativo, retirados apds alta

Trocadas ap6s a alta

Realiza, e estd em fase de con-
strucdo de nova area fisica

HOSPITAL - C
200 Leitos

Unidade Medicina Nuclear
Manipulacdo segue normatiza-
coes

Privado Geral

Quarto de Internacao
dentro da Unidade de Clinica
Médica

01
01/quarto
Quarto de Internacao

Atende todos os quesitos, com
padrao de sofisticacao para inter-
nacao, acima das exigéncias nor-
matizadas pelo CNEN - 3.05/96

Atende a normatizacdo CNEN-
3.05/96

(Nome e telefone do médico e do
fisico da medicina nuclear, data
de internacdo e medidas de ex-
posicao diaria)

Hospital possui

Dieta acondicionada em recipi-
entes descartaveis, restos alimen-
tares, jogados no contéiner do
lixo, com emblema de rejeito Ra-
dioativo, retirados diariamente

Trocadas ap6s a alta

Realiza com seguranca

*A normatizacdo CNEN- 3.05/96 exige: paredes dos quartos baritadas, presenca de biombo de chumbo no seu interior; colocacdo de plasticos nos
locais que o paciente podera tocar (locais de risco); poltronas e mesas revestidas de plastico; banheiro individualizado; aviso com os dizeres “Dar
descarga cinco vezes ap6s 0 Uuso”, acima da vélvula de descarga; coleta seletiva dos rejeitos realizada diariamente; identificacdo do médico e do fisico
da medicina nuclear na porta do quarto; utilizacdo de EPIs( avental e colar cervical de chumbo, luvas de procedimentos, méascara e éculos), pelos
funcionarios que entrarem em contato com o ambiente.

248



Rissato ML, Ribeiro ML, Castro NRPS, Castro MCAA, Oliveira LC. Iodoterapia: avaliagdo critica de procedimentos de precau¢do e manuseio
dos rejeitos radioativos. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(2):245-53, 2009.

fixado no lado externo da porta do quarto. O processo de
decaimento apés a alta do paciente é realizado em area
externa do hospital o que implica em uma etapa adicional
de transporte do rejeito radioativo. O Hospital C, privado,
também atende as exigéncias legais, com maior grau de
precau¢ao no que se refere ao revestimento das dreas
de risco. Quanto aos rejeitos radioativos, realiza coleta
diariamente, transportando para a drea de decaimento,
conforme estabelece a legislagao pertinente.

Estes dados sugerem que a situagdo econOmica
da unidade hospitalar nao é, necessariamente, o fator
primordial no gerenciamento dos rejeitos radioativos.

Conhecimento de medicina nuclear pela equipe
de enfermagem

Nenhum dos funciondrios, da equipe de enfer-
magem (52 sujeitos) dos trés hospitais recebeu nogdes
bésicas de medicina nuclear e sua aplicabilidade terapéuti-
ca, durante a sua formagao profissional, como previsto na
Legislagao do Ensino Superior 2001, Resolu¢ao n° 3 de 07
de novembro de 2001, Diretrizes Curriculares Nacionais
dos Cursos de Graduagao de Enfermagem, Medicina e
Nutri¢do. Portanto, faz-se necessario que a institui¢ao
contratante promova a complementagao teérico-pratica,
sobre conhecimento especifico de medicina nuclear apli-
cada a iodoterapia, aos funciondrios de enfermagem que
trabalham nesse setor, de modo a garantir a qualidade e
seguranga das atividades que desenvolvem diariamente.

As respostas referentes ao treinamento dos profis-
sionais no momento da admissao mostraram que apenas
o Hospital C realiza treinamentos especificos e periédicos
na atividade de iodoterapia.

Davenport' mostra que o caréter filantrépico de
Hospitais pode determinar as dificuldades na implantacao
de um servigo de treinamento e educa¢ao continuada,
porém, a visio administrativa, com enfoque nas atividades
desenvolvidas no atendimento hospitalar, deve prover
acOes seguras, tanto aos seus funciondrios como também
a0s usudrios.

O objetivo de agdes seguras é minimizar problemas
decorrentes de cuidados prestados por profissionais nao
preparados, por falta de informagdes técnicas-especificas,
refletindo diretamente na credibilidade e nos custos da
instituicdo, como discutido por Campos®. Portanto, o
programa de treinamento continuado deve ser implantado
nos Hospitais A e B, permitindo seguran¢a aos seus
funciondrios, usuarios e meio ambiente.

Assim, quando a relagao entre tempo de servigo
e conhecimento especifico foi avaliada, 100% dos

funciondrios do Hospital C tém conhecimento especifico
de medicina nuclear, consequéncia do treinamento
continuado. Nos hospitais A e B, a situagao é distinta e
independe do tempo de servico, pois cerca de 80 e 50% dos
seus funciondrios, respectivamente, apresentam conceitos
contraditérios quanto aos conhecimentos especificos de
medicina nuclear aplicados a iodoterapia.

Estes dados mostraram que o tempo de atividade
profissional ndo é o fator determinante para adquirir
conhecimento especifico. Assim, a transmissdo de
conceitos erroneos entre a equipe de enfermagem, durante
as atividades didrias, devida a falta de treinamento, pode
gerar procedimentos inadequados, como por exemplo,
contaminagdes acidentais. A correcao desses problemas,
em consequéncia, pode envolver custos e tempo adicional
nas atividades.

A implantagao de um programa de educagao
continuada, nos Hospitais A e B, com embasamento
técnico, é considerada uma exigéncia legal, como prevé a
resolucdo SS ne 625.

Thompson’ ressalta a importancia do treinamento
dos profissionais envolvidos nas atividades de radiacao,
alertando que instrugdes que garantam seguranga para a
equipe de enfermagem que trabalha na terapéutica com
Bl é determinante na contaminacdo resultante desta
terapia. O autor sugere também a elabora¢ao de manuais
e videos como referéncias educacionais para que fiquem
permanentemente disponiveis no posto de enfermagem
na unidade de internacao.

Confirmando a importancia dessa sugestao,
recentemente os hospitais foram contemplados com o
programa de Acreditacao Hospitalar, a nivel I, Il e ITI, que é
um sistema de certifica¢ao, independente, visando verificar
e reconhecer a verdadeira implantagdao de métodos de
gestao focados na melhoria da qualidade da assisténcia
aos pacientes e aos usudrios dos servicos de satde. E um
processo voluntdrio, educativo, sem caréter fiscalizatério,
voltado para criar nas organizacoes a cultura da qualidade
do atendimento ao paciente, da gestdo atualizada e
da busca constante da produtividade®.

= Conceito de irradiacao e contaminagao

De modo geral, verificou-se contradi¢ao no conceito de
irradiacdo (exposicao a qualquer fonte de irradiac¢do),
entretanto, exposi¢do e presen¢a indesejada foram
respondidas simultaneamente como conceitos corretos.
No Hospital A, 60% dos enfermeiros, 84% dos técnicos
de enfermagem e 30% dos auxiliares de enfermagem,
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definiram corretamente irradiagao: exposi¢do a qualquer
fonte de radiagao. Deve-se ressaltar que 57% dos auxiliares
de enfermagem responderam as duas alternativas
simultaneamente (exposi¢ao e presenga indesejada).

Nos Hospitais B e C, 100% das trés categorias
(enfermeiros, técnicos e auxiliares de enfermagem),
demonstraram possuir o conceito correto do termo
irradiagao.

No Hospital A, quanto ao conceito especifico
de contaminagdo (presenca indesejada de material
radioativo), 60% dos enfermeiros, 53% dos técnicos
de enfermagem e 45% dos auxiliares de enfermagem,
demonstraram conhecer o conceito correto, concordando
que contaminagdo corresponda a presenca de material
radioativo, mas repete-se a confusdo de conceitos, uma vez
que 40% dos técnicos e 48% dos auxiliares responderam
as duas alternativas a0 mesmo tempo e, 7% dos técnicos e
7% dos auxiliares demonstraram desconhecer o conceito
de contaminagao.

No Hospital B, 100% dos enfermeiros e 75%
dos técnicos demonstraram conhecer o conceito correto
de contaminag¢do. No Hospital C, 100% da equipe
da enfermagem demonstraram conhecer o conceito
correto de contaminagao, consequéncia do programa de
treinamento continuado.

A presenga de um profissional superior de
radioprotec¢do, como previsto em legislacao, no servico
de medicina nuclear nas unidades hospitalares, foi
importante para o conhecimento correto dos conceitos.
No Hospital A, além de ndo possuirem treinamento
especifico, no momento da pesquisa constatou-se a falta
do profissional superior de radioprote¢do no servigo. No
Hospital B, o bom indice de conhecimento estd relacionado
a presenga de um fisico que orienta oralmente a equipe de

enfermagem. Assim sendo a necessidade de implantagdo
de um programa de treinamento continuado é mais uma
vez confirmada, como prevé a resolu¢do SS n° 625!,

= Protecao contra a irradiagao

No aspecto protecao contra a irradiagao emitida pelo
paciente durante o periodo de internac¢ao, foram
abordados: elementos e EPIs, que realmente dao prote¢ao
contra a irradiagao (Grupo 1); aparelho utilizado para
quantificar a radia¢ao recebida pelo profissional na sua
jornada de trabalho (Grupo 2); EPIs que nao protegem
contra a radiacao (Grupo 3), conforme o Quadro 2.

Contradicdo de conceitos entre protecao e
monitoramento foi observada no Hospital A. Nos
Hospitais B e C, todos os funciondrios da enfermagem,
concordam que os elementos do Grupo 1 ddo protegdao
contra a irradiacao; o elemento do Grupo 2 apenas mede
as radiagoes recebidas e, os itens do Grupo 3 nao fornecem
prote¢ao, como descrito nas normatizagdes de precaugdes
nacionais e ressaltadas por Thompson *> com base na
legislagao internacional *.

Os dados referentes a protecdo contra a conta-
mina¢ao mostraram que nos Hospitais B e C, todos os
funciondrios da enfermagem, possuem conhecimento
deste conceito, enquanto, no Hospital A apenas os
enfermeiros responsaveis tem esclarecimento deste
conceito, indicando a falta de transmissao de informagoes
corretas para sua equipe.

= Vias de eliminagao do "*'I pelo paciente
As vias de eliminag¢do (urina, saliva, suor e fezes) dos
rejeitos radioativos do I"*! gerados pelo paciente,>*
durante o periodo de internagdo, sao conhecidas pelas
equipes de enfermagem dos trés hospitais.

Quadro 2. Conhecimento sobre itens de protecao contra a contaminacao.

Grupo 1

Blindagem nas paredes do quarto
Menor tempo presente no quarto com o
paciente

Biombo Blindado

Avental de chumbo

Colar cervical de chumbo

Oculos de protecéo individual

Grupo 2

Utilizacdo de Dosimetro

Grupo 3

Avental de tecido

Luvas de procedimentos
Propés

Forracoes
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O destino dos rejeitos radioativos gerados pelas
fezes e urina é a rede de esgoto, e este lancamento s6 pode
ocorrer se 0 municipio possuir estagao de tratamento de
esgoto (CNEN-NE-3.05), como ¢ o caso dos municipios
onde estdo localizados os hospitais estudados. Embora
a maior eliminagao seja pela urina (aproximadamente
80%), suor e saliva geram rejeitos suficientes para conta-
minar o ambiente onde o paciente permanece durante a
terapéutica.

= Preparo do quarto utilizado para a internacgao

Em relacdo ao preparo do ambiente em que ficara
o paciente durante o periodo de internagdo, foram
investigados os seguintes itens: biombo blindado;
sinalizagdo do ambiente com o simbolo do residuo
radioativo, prote¢ao no interruptor de luz, nas maganetas,
nas campainhas, na torneira, na saboneteira, no botao
de descarga, no porta papel, na tampa do vaso sanitario,
que estdao previstos nas normatizacoes CNEN-NE. Os
Hospitais B e C cumprem as normas previstas para a
protecao do local de internagdo do paciente, enquanto
o hospital A atende apenas parcialmente. E importante
ressaltar que a legislacao nao aclara em definitivo o assunto
referente a utilizacao e fixacdo adequada dos materiais
de prote¢ao, permitindo diferentes interpreta¢oes pelo
administrador da drea da medicina nuclear da unidade
hospitalar: ndo estd especificada a espessura, a margem de
seguranga na fixacao dos plasticos nos pontos de riscos.
No entanto, deve ficar claro que o pléstico deve proteger
os locais com uma margem de seguranc¢a que nao permita
a exposicao dos mesmos, sendo fixado com fita adesiva,
impedindo o seu deslocamento espontaneo, minimizando
assim a contaminagao individual e do ambiente. *

= Orientacao dos pacientes antes e durante o periodo
de internacao

Osresultados mostrados na Tabela 1 indicam o percentual de
orienta¢do fornecida ao paciente antes e durante o periodo
de internacdo. No Hospital A, a equipe de enfermagem
nio orienta adequadamente o paciente, podendo ter
consequéncias prejudiciais tanto para o paciente quanto
para o ambiente. A orientacdo parcial realizada pelo
Hospital B mostra discordancia no entendimento dos
procedimentos da terapéutica. No Hospital C, o programa
de treinamento e de educa¢ao continuada permite que
os funcionarios da equipe de enfermagem realizem
corretamente as orientacdes da iodoterapia.

= Conhecimento da existéncia das normatizag¢oes
CNEN-NE

Toda a equipe de enfermagem do hospital C conhece as
normatizagdes previstas na CNEN-NE. No entanto, isso
nao ocorre nos hospitais A e B, podendo-se inferir que o
programa de treinamento continuado presente no hospital
C é o fator preponderante para constante atualiza¢do e co-
nhecimento dos funciondrios envolvidos na terapéutica.

= Sintese dos principais resultados

Este estudo analisou criticamente o cendrio da iodoterapia
em trés hospitais do Estado de Sdo Paulo, focando:
conhecimento especifico da equipe de enfermagem e o
atendimento as normatizagoes. O Quadro 4 representa
um resumo geral dos principais resultados obtidos.

A andlise comparativa mostrou significativa
diferenga dos procedimentos realizados naiodoterapia pela
equipe de enfermagem nos Hospitais A e B (filantrépicos),
e C (privado). O Hospital C atende com rigor as

Tabela 4. Sintese dos principais resultados obtidos nos Hospitais estudados.

Atendimento as

Hospital o
normatizacées
Hospital A (filantrépico) Nao
Hospital B (filantrépico) Sim

Sim, com padrao

Hospital C (privado) de sofisticacio

Conhecimento especifico de
radioatividade pela equipe
de enfermagem

Programa de
treinamento

N&o possui Nao
Parcial Nao
Possui Possui
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normatiza¢oes podendo-se inferir que tal sistematica é
consequéncia ndo apenas das condi¢des econdmicas, mas
também da filosofia de atender com qualidade; o Hospital
B que ¢é filantrépico também atende as normatizagoes
com materiais seguros, particularmente na prote¢ao
dos pontos de risco, entretanto o Hospital A, na mesma
condicado de filantrépico, ndo atende satisfatoriamente
as normatizagdes, demonstrando a necessidade de rever
os procedimentos adotados durante a iodoterapia e a
adequagdo com as normatizagoes.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho sugerem que os procedimentos
de precaugao e a adequagdo da infraestrutura na
realizacao da terapéutica da iodoterapia dependem
fundamentalmente da fiscalizagao dos rgaos competentes,
do conhecimento especifico e responsabilidade do
profissional responsavel pelo servico de Medicina Nuclear,
e do Incentivo da diregao do estabelecimento prestador
de saude.

Tabela 1. Percentual de orientacdo fornecida ao paciente antes e durante o periodo de internacéo, pelas diferentes

categorias da equipe de enfermagem.

Enfermeiros

Hosp. Hosp. Hosp.
A B C

nggr|r de 04 a 05 litros de 100 100 100
liquido/dia.

Permanecer atras do biombo
na presenca de funcionarios 100 100 100
ou visitas.

Tocar somente onde houver

protecao. 20 80 100

Jogar o papel higiénico no

. 23 5 100
vaso sanitario.

Jogar papel higiénico no

cesto do banheiro. 77 25 )

Utilizar o descarte de lixo

devidamente identificado. 100 100 100

Nao sair do quarto durante a

. < 100 100 100
internagao.

Nao urinar no box. 80 100 100

T. de Enfermagem Auxiliareside

Enfermagem
Hosp. Hosp. Hosp. Hosp. Hosp. Hosp.
A B C A B* C
38,4 100 100 42,8 - 100
38,4 100 100 50 - 100
23 80 100 21,4 - 100
15 62 100 21,4 - 100
85 8 - 78,6 - -
15,3 100 100 28,5 - 100
100 - 100 100 - 100
30 100 100 25 - 100

* Hospital B nao possui Auxiliar de Enfermagem na iodoterapia.

252



Rissato ML, Ribeiro ML, Castro NRPS, Castro MCAA, Oliveira LC. Iodoterapia: avaliagdo critica de procedimentos de precau¢do e manuseio

dos rejeitos radioativos. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(2):245-53, 2009.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

13.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manual de gerenciamento
de residuos de servigos de satide / Ministério da Satde — Brasilia:
Ministério da Sadde, 2006.

Almeida CEB. Apostila educativa Radiagdes Ionizantes e a
vida. Disponivel em: http://www.cnen.gov.br. (acessado em
21.ag0.2008).

Mateus L. A importancia da Enfermagem no Tratamento com Iodo
Radioativo. Rev. Nursing. 2000; 25: 6-8.

Conselho nacional de energia nuclear. Norma de Requisitos de
Radioprotecao e Seguranca para Servi¢os de Medicina Nuclear —
NE-3.05. CNEN. 1996.

Thompson MA. Radiation Safety Precautions in the Manegement
of the Hospitalized '*'I Therapy Patient, ] Nucl Med Technol. 2001;
29:61-6.

Maxon HR. Efeitos da radioiodoterapia nas geracdes futuras de
mulheres com carcinoma diferenciado de tiredide. Rev. Bras.
Radioiodoterapia. 2004; 37: 51-5.

Mohammadi H. Radiation Exposure Rate From "'I-Treated
Hyperthyroid Patients — A Dynamic Study, With Data for Up To
42 D Post Therapy. Health Phys. 2005; 88: 100-11.

North DL. Effective Hal-life of "'I in Thyroid Cancer Patients
Providence. Health Phys. 2001; 81: 60-5.

Rutar FJ. Outpatient Treatment with *'I-Anti-B1 Antibody:
Radiation Exposure to Family Members Omaha. ] Med Nucl. 2001;
42:907-15.

Cosendey CH., Souza SR. Enfermagem Médico-Cirtrgica. Rio de
Janeiro: Reichmann&Affonso; 2004.

Vidal L. Determinant factors of thyroid function out come in
patients with graves'disease after radiodine therapy. [acesso em
13 de abril de 2006]. Disponivel em: http://:www.geocites.com/
trabalhosmrdicina/hipotireoidismo.ppt.

Nascimento ACH. Andlise biocinética do Iodo-131 e dosimetria
citogenética apds administragdo de radionuclideo para o
tratamento do cancer de tiredide [dissertacio de mestrado]. Rio
de Janeiro: Instituto de Biociéncias Nucleares, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro; 1996. 117 pp.

Antonucci JB. Terapéutica do Cancer diferenciado da tiredide com
['*! Andlise de Resultados. [dissertacdo de mestrado]. Rio de Janeiro:

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro;
1992.

Machado AMR. Plano de radioprotegao, Implantagao de um sistema
de Radioprote¢do e de Gerenciamento de Residuos Radioativos.
Sao Carlos: Universidade Federal de Sao Carlos; 2005.

Conselho Nacional de Energia Nuclear — CONEN. Norma de
Diretrizes Basicas de Prote¢ao Radiol6gica — NE- 3.01, CNEN,
01/2005.

Conselho Nacional de Energia Nuclear — CONEN. Norma de
Geréncia de Rejeitos Radioativos em Instalagdes radioativas- NE-
6.05, CNEN, 10/1985.

Andrade JBL. Andlise do fluxo e das caracteristicas fisicas, quimicas
e microbioldgicas dos residuos de servigos de satide: proposta de
metodologia para o gerenciamento em unidades hospitalares. 1997,
208p. [Tese de doutorado] Escola de Engenharia de Sao Carlos da
Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos, 1997. 208 p.

Takayanagui AMM, Lopes TM, Segura-Munoz S. El conocimiento
sobre el grado de riesgo de residuos de servicios de salud obtenido
a partir de una revision sistemdtica de literatura. In: Congresso y
Exposicién Mundial - ISWA 2005-, 2005, Bueno Aires. Congresso
y Exposicién Mundial “ ISWA 2005” : Hacia un sistema integral
de gestion de residuos solidos urbanos., 2005. p. 48-8.

Davenport TO. O capital humano: o que é e por que as pessoas
investem nele. Sao Paulo: Editora Nobel; 2001.

Campos VE. Gerenciamento da rotina do trabalho do dia-a-dia.
Belo Horizonte: Editora de Desenvolvimento Gerencial; 1998.

Sdo Paulo.Secretaria de Estado da Sadde.Resolugao SS-625, de
14-12-94. Aprova norma técnica que dispde sobre o Uso, Posse e
Armazenamento de Fontes de Radia¢do Ionizante. no ambito do
Estado de Sdo Paulo. [acesso em 17 de abril de 2007].Disponivel
em: http://fosjs.unesp.br/radiologia/legislagaoraiox/resolu¢ao/%20
SS-625-1-1994.

ONA - Manual Brasileiro de Acreditagao Hospitalar. Ministério da
Satde. Secretaria de Politicas de Satide. Departamento de Avaliagao
de Politicas de Saude.104p, 2006.

Internacional Comission on Radiological Protection — ICRP.
Recommendations of the International Commission on
Radiological Protection. Report 60, ICRP Publications. Elmsford,
NY, Pergamon Press, 1990.

Willegaignon J. I effective Half-Life(T,) for Patients with
Thyroid Cancer. Health Phys. 2006; 91: 20-4.

253



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

O desinfetante hipoclorito de sédio como barreira sanitaria:
condicoes de atividade frente a Staphylococcus aureus isolados em
alimentos envolvidos em surtos de toxinfec¢oes alimentares

The disinfectant sodium hypochlorite as a sanitary barrier: activity conditions
against Staphylococcus aureus isolated from foods implicated in foodborne
disease outbreaks

RIALAG6/1216

Jane Mari Corréa BOTH' , Solange Mendes LONGARAY', César Augusto Marchionatti
AVANCINT*

*Enderego para correspondéncia: Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

Av. Bento Gongalves, 9.090. Bairro Agronomia. CEP 91540-000. Porto Alegre, RS, Brasil.

e-mail: cesar.avancini@ufrgs.br

'Se¢do de Microbiologia de Alimentos, Instituto de Pesquisas Bioldgicas - Laboratério Central de Satde
Publica, Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do Sul (IPB-LACEN/SES/RS), Porto Alegre,
RS,Brasil.

’Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre, RS,Brasil

Recebido: 28.05.2009 — Aceito para publicagdo: 25.08.2009

>

RESUMO

Para monitorar a eficicia do desinfetante hipoclorito de sédio como barreira sanitdria, foi avaliada a atividade
frente a 32 isolados de Staphylococcus aureus obtidos, no IPB-LACEN/RS, em alimentos envolvidos em
surtos de toxinfecgdes alimentares. Foi usado o teste de suspensdo com o seguinte delineamento: solu¢ao
com 200 ppm de cloro livre na auséncia e presen¢a de matéria organica (1% de leite integral); solucdo com
100 ppm de cloro livre; quatro tempos de contato (5, 10, 15 e 30 min). Como resultados: com 200 ppm,
na auséncia de matéria organica, todas os isolados foram inativados; com 200 ppm e matéria orgénica,
27 isolados permaneceram vidveis mesmo apds 30 min de contato; a solu¢do com 100 ppm necessitou de
30 min para que 24 isolados se apresentassem inativos. Concluiu-se que, para o uso deste desinfetante na
protecdo da satde de comensais frente ao género bacteriano confrontado, o recomendado é uma solu¢ao
com pelo menos 200 ppm de cloro livre, tempo de contato ndo inferior a 30 min e residuos organicos nas
superficies com niveis inferiores a 1%.

Palavras-chave. hipoclorito de sédio, desinfec¢do, doengas transmitidas por alimentos, Staphylococcus
aureus.

ABSTRACT

To monitor the efficiency of sodium hypochlorite as a sanitary barrier, was evaluated the activity against
32 strains of Staphylococcus aureus gathered from IPB-LACEN/RS from food implicated in foodborne
disease outbreaks. Suspension tests were carried out: a 200 ppm free chlorine solution in the absence and
presence of organic matter (1% whole milk); 100 ppm free chlorine solution; and four contact times (5, 10,
15 and 30 min). The results: at 200 ppm, in absence of organic matter, all strains were inactivated. At 200
ppm, with organic matter, 27 strains had remained viable even after a contact of 30 minutes. At 100 ppm it
was necessary a 30 min contact to 24 strains if presented inactive. In conclusion, to use this disinfectant in
protection from health of dinner companion, against bacterial genus confronted, must have at least 200 ppm
of free chlorine, contact time not lower than 30 min and levels of organic residues no higher than 1%.

Key words. sodium hypochlorite, disinfection, foodborne disease outbreaks, Staphylococcus aureus
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INTRODUCAO

No Brasil, de 1999 até 2008, 6.062 surtos de Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTA) foram registrados
pela Secretaria de Vigildncia em Saude (SVS), com
acometimento de 117.330 pessoas e com 64 dbitos neste
periodo 1. No Rio Grande do Sul, estudo epidemioldgico
indica que os micro-organismos isolados com maior
frequéncia como causadores das DTA sdo Salmonella spp
e Staphylococcus aureus, sendo este responsabilizado por
11% do total de surtos 2.

O Staphylococcus aureus é o mais patogénico dos
estafilococos, produz toxinas que contribuem para a
patogenicidade da bactéria, entre elas uma enterotoxina
que causa vomitos e ndusea quando ingerida. Se os
Staphylococcus sao deixados incubar no alimento (abuso
de temperatura), reproduzem-se e liberam enterotoxina
estafilocécica no alimento. Os sintomas aparecem
rapidamente, em geral apds 4 a 6 horas e caracterizam-se
por vomitos intensos, diarreia, dor abdominal e, as vezes,
seguida de colapso °.

Entre as causas mais frequentes apontadas como
favorecedoras da contaminagao dos alimentos estao a falta
de qualificagao dos manipuladores no que diz respeito as
boas praticas de processamento, as precdrias condi¢oes
de manuseio e conserva¢do bem como a deficiente
higienizacao do ambiente onde esses alimentos sao
preparados. Quanto ao procedimento de higieniza¢ao,
ele estd dividido em etapas *: a limpeza (remogdo de
residuos) e a desinfec¢ao (agao sobre os micro-organismos
deteriorantes ou patogénicos).

O cloro, sob a forma de hipoclorito de s6dio, tem
sido o composto quimico mais utilizado para garantir
a qualidade microbiolédgica da dgua e dos alimentos.
Comparativamente com outros desinfetantes, ele é de baixo
custo e de facil acesso, estando amplamente disponivel no
comércio®. No entanto, a experiéncia com resisténcia
a antibiéticos e biocidas indica que nao hd agente
quimico antimicrobiano que nao possa, eventualmente,
selecionar ou induzir resisténcia nos micro-organismos.
Especificamente frente ao cloro, existem evidéncias de
que varios micro-organismos apresentam diferentes graus
de resisténcia a esse antimicrobiano °. J4 foi alertado,
também, que a eficicia da atividade antimicrobiana dos
desinfetantes sofre variagdes, dependendo de fatores
ambientais ou de manuseio .

Visando subsidiar as agoes da Vigilancia Sanitaria
na preven¢ao e no controle de doengas transmitidas por

alimentos, aplicando os desinfetantes como barreira
sanitdria nos locais de distribuicdo e de consumo de
géneros alimenticios, prop0s-se verificar as condi¢des de
eficicia do antimicrobiano de ambiente hipoclorito de
sodio frente a amostras de Staphylococcus aureus, isoladas
em alimentos envolvidos em surtos de toxinfecgdes.

MATERIAL E METODOS

Foram usados 32 isolados de Staphylcoccus aureus obtidos
de alimentos envolvidos em surtos de DTA no Rio Grande
do Sul, Brasil, no periodo de 2002 a2006. O isolamento
foi feito no Laboratdério Central de Saide Publica do
Instituto de Pesquisas Biolégicas (IPB-LACEN/RS), onde
permaneceram armazenadas mantidas congeladas (-20
°C) em caldo de infusao cérebro e coragao (BHI-DIFCO®)
e glicerol (na concentragao de duas partes de amostra e
uma parte de glicerol). Verificada a pureza das linhagens
cultivadas em Baird Parker, foram identificadas em provas
positiva de coagulase em tubo, catalase, termonuclease,
teste de hemolise e fermenta¢do da maltose e do manitol,
foram novamente semeadas em Agar Baird-Parker
(DIFCQO®) e incubadas por 24/48 horas a 35°C. De cada
amostra, uma colOnia foi retirada e colocada em 3 mL
de caldo BHI (DIFCO"), incubada por 24 horas a 35 °C,
tornando-se a “cultura-teste” (10° UFC/mL).

Para todas as provas de identifica¢do bioquimicas
realizadas, foi utilizado como controle positivo
Staphylococcus aureus ATCC 25.933.

No experimento, utilizou-se a concentragio de
200 ppm e 100 ppm de hipoclorito de sédio *° obtido
de dgua sanitaria com teor de cloro ativo de 2,38 % e
pH 10,09 no produto a 1%, conforme laudo quimico.
A dilui¢ao foi feita em dgua destilada estéril, tendo
o potencidmetro (Nova Técnica®, modelo NIpHM)
indicado o pH de 9,47. Para simular ambiente com
deficiéncia na limpeza, foi usado como matéria orginica
o leite integral, esterilizado em autoclave e adicionado
ao teste na dgua de dilui¢ao do hipoclorito a 200 ppm
na quantidade de 1 %.

A avaliagdo de eficdcia antibacteriana foi pelo
método de dilui¢do, com teste de suspensdo'’. Tubos de
ensaio contendo 10 mL do desinfetante na concentra¢ao
200 ppm sem e com matéria organica, e também, com
100 ppm receberam 0,1 mL da “cultura-teste” (isolados
bacterianos). Mantendo-se constante a temperatura
com ambiente climatizado no entorno de 25 °C, apds os
tempos de contato 5, 10, 15 e 30 min, foi retirada uma
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aliquota, por meio de alca bacterioldgica de platina com
10 pL e colocada em tubos de ensaio contendo 3 mL
do meio de cultura caldo BHI (DIFCQO®). Esses tubos
foram agitados, incubados a 35°C e as observagoes feitas
nas 96 horas.

Aleitura desses tubos indicava os resultados: nao-
turvacdo, considerado bactéria inativa (sensivel); turvacio,
bactéria ativa (resistente).

Na analise estatistica, utilizou-se a técnica nao-
paramétrica Teste Q de Cochran, com comparagdes
multiplas. Com nivel de significincia (p) < 0, 05, levou
em consideracao a relacao dos fatores: resultados bactéria
inativa e ativa versus concentracao de cloro livre versus
presenca/auséncia de matéria orgénica versus tempo de
contato. Formaram-se os seguintes niveis: A ou I; 200 ppm
de hipoclorito de s6dio sem matéria organica (C1S/M);
200 ppm de hipoclorito de sédio com matéria organica
(C1C/M); 100 ppm (C2), nos tempos de 5, 10, 15 e 30
minutos de contato. Deste modo, obteve-se a configura¢ao
de 12 niveis de tratamentos, como exemplo: C1C/M-5,
C1Cc/M-10, ....., C2-5, C2-10 ....

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observado na Tabela 1, quando confrontados
por 30 minutos de contato com hipoclorito de sédio na
concentrag¢do de 200 ppm de cloro livre, sem a presenga de
matéria orgénica, 100% dos isolados foram inativados. Na
mesma concentragao, mas na presenca de matéria organica
1% de leite integral, 84,4% dos isolados apresentaram-se
ativos e na concentrag¢do de 100 ppm, 75% mostraram-se
inativos.

Para explicar a diferenca entre o total de isolados
inativados na presenga de 200 ppm e de 100 ppm de cloro
livre, parece correto pensar que uma maior concentra¢ao
de cloro livre na solu¢ao deve corresponder (mantendo
outros fatores intervenientes constantes) a um aumento da
atividade bactericida (desenhos de experimentos realizados
para demonstrar essa hipotese serdo apresentados mais
adiante, no texto).

Sobre a viabilidade do S. aureus na presenca
de matéria orgéanica, conforme informam Macédo e
Barra'!, desinfetantes liberadores de cloro livre tém sua
ac¢ao reduzida porque o cloro oxida primeiramente a
matéria organica, reduzindo assim sua disponibilidade
para a¢ao antimicrobiana. Anteriormente, Lasmanis et al.
(1953 apud Dychdala ©), usando solu¢ao de hipoclorito
com amostras de Staphylococcus (coagulase positiva e
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negativa), observaram que com 3% de leite desnatado
ndo foi obtida a completa morte dos organismos e que
pequenas quantidades de leite exibiram progressivamente
a diminui¢ao no efeito da ac¢ao bactericida. Também
Bessems'? fez semelhante verificagdo com quaterndrio de
amoénio e hipoclorito. Adicionando 0,3% de albumina
sérica bovina, a concentra¢do desses compostos e o
tempo necessarios para obter o mesmo efeito de reduc¢do
logaritmica do micro-organismo, em auséncia de proteina,
foi de pelo menos o dobro.

A presen¢a da matéria organica pode explicar em
parte a viabilidade bacteriana observada. Esse raciocinio,
no entanto, nao pode ser estendido ao caso da atividade
do hipoclorito de sédio frente aos isolados de S. aureus na
concentragdo de 100 ppm de cloro livre, posto que ausente
a matéria organica. Para dar conta da interpretacao desse
resultado parecem pertinentes os argumentos de Sander
et al. * quando informam que ao testar-se a sensibilidade
de um micro-organismo frente a um desinfetante deve-
se levar em considera¢do todos os fatores que possam
interferir na avalia¢ao, principalmente a situa¢ao problema
especifica, isto é, isolados bacterianos dentro de um mesmo
género e espécie tém diferentes graus de sensibilidade a um
mesmo desinfetante. Ou ainda, que 0 mesmo desinfetante
com formulag¢des similares, porém nao idénticas, apresenta
eficicia diferente contra a mesma bactéria. Com sentido
semelhante, pode-se assumir a observacao de Lee e Gilbert
(1918, apud Wickramanayake e Spoul ') para quem a
resisténcia aos antimicrobianos de micro-organismos
aparentemente similares, pode ser diferente.

Elemento importante de ser anotado é sobre
a influéncia do potencial hidrogenidénico na atividade
bactericida de solugao com hipoclorito de sédio. Como
referido por Romao" e Andrade e Macédo®, a forma
mais ativa dos compostos liberadores de cloro é o dcido
hipocloroso (HOCI), o qual estd mais disponivel com o
pH da solugido entre 5 e 8. No entanto, nesse experimento
optou-se por nao fazer a correcio do pH, pois o objetivo
foi o de agregar informagdes sobre a eficdcia desse
antimicrobiano em cendrios epidemiolégicos concretos.

Fair et al. e Morris, citados por Dychdala¢,
reforcam a observac¢do de que a atividade do hipoclorito
depende do pH. Dychdala® também concorda que o
acido hipocloroso tem maior atividade antimicrobiana,
e que a sua presenca depende do pH da soluc¢ao, mas
argumenta que a experiéncia mostra que em solugdo
alcalina tanto o hipoclorito de sédio quanto de cilcio,
com pequena quantidade de dcido hipocloroso e grande
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do fon hipoclorito definitivamente possui propriedades
bactericidas, sugerindo que esse elemento também deve
exercer um papel importante na desinfec¢ao.

Uma consideragao sobre a técnica empregada. Em
testes de avaliacdo da atividade desinfetante, frequente-
mente é sugerido o uso de produtos quimicos para
neutralizar os residuos antimicrobianos que possam ser
carregados junto as subculturas de bactérias suspensas *°.
Como neutralizador do cloro, a indica¢do é o tiossulfa-
to de sédio a 0,6 %. No entanto ', esse composto pode
provocar inibi¢ao microbiana em organismos do género
Staphylococcus. Assim, optou-se por usar a técnica de neu-
tralizacao do cloro por diluicao até niveis subinibitdrios.
Esse procedimento foi realizado quando a aliquota retirada
com a al¢a de platina (10 pL) do tubo teste era inoculada
em tubo de ensaio contendo 3 mL de meio liquido caldo
BHI, o que significou uma dilui¢ao de 300 vezes.

Na Tabela 1 pode-se observar que na concentra¢ao
de 200 ppm de cloro livre do hipoclorito de sédio, sem a
presenca de matéria organica, nos primeiros 5 minutos de
contato 78,1% dos isolados de Staphylococcus aureus foram
inativados. Aos 10 minutos, e também aos 15 minutos,
96,9% dos isolados foram inativados. Ao tempo de
contato de 30 minutos 100% dos isolados apresentaram-
se inativos.

Quando os isolados de Staphylococcus aureus
foram confrontados com o hipoclorito de s6dio na

concentrac¢ao de 200 ppm de cloro livre na presenca de
matéria orgénica, tanto aos 5 quanto aos 10 minutos de
contato 100% permaneceram ativos/resistentes. Aos 15
minutos, 9,4% dos isolados foram inativados. Mesmo
com 30 minutos de contanto, quando presente a matéria
orgénica, apenas 15,6% foram inativados pelo desinfetante
ou, por outro lado, 84,4% apresentaram-se ativos.

No confronto dos isolados com a concentragao de
100 ppm, aos 5 minutos de contato observa-se que 21,9%
dos isolados foram inativados. Aos 10 minutos 34,4% dos
isolados foram inativados e aos 15 minutos 46,9% deles.
Aos 30 minutos 75% dos isolados estavam inativados, mas,
visto de outro modo, 25% dos isolados de Staphylococcus
aureus ainda estavam vidveis.

Pode-se perceber que quanto maior o tempo
de contato, maior inativagdo de isolados. Para melhor
compreensdo desse evento recorre-se a Tortora ef al.’,
quando explicam que a taxa de morte estd na dependéncia
da carga populacional, das caracteristicas microbianas,
mas também do tempo de exposicao. Essa reflexao
igualmente coincide com a de Bessems'¢, segundo quem a
influéncia do tempo de contato no efeito antimicrobiano
de desinfetantes seria relatado com frequéncia na literatura
cientifica. Em se usando uma concentragdo constante
do antimicrobiano no teste, seu efeito aumentaria com
o0 acréscimo de tempo de contato, o que coincide com o
que foi encontrado neste experimento.

Tabela 1. Eficacia do hipoclorito de sédio, verificada pelo teste de suspensao, frente a 32 isolados de Staphylococcus
aureus obtidos no IPB-LACEN/RS entre 2002 e 2006, em alimentos envolvidos em surtos de DTA.

Tempo 200 ppm 200 ppm
dep auséncia de materia presenca de 100 ppm
contato organica matéria organica (C2)
(C1s/m) (c1c/m)
. | 25 0 -
5 min
7 32 25
. 31 0 1
10 min
{ 32 21
| 31 3 15
15 min
1 29 17
_ | 32 5 24
30 min
0 27 8

|= inativa; A= ativa.
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Verificando a eficdcia do hipoclorito de sédio
por tempo de contato e nas diferentes concentragoes
de cloro, mesmo a relagdo maior tempo de contato e
maior inativa¢ao dos isolados tendo ocorrido tanto no
modulo experimental com 200 ppm quanto com 100
ppm, observou-se que com concentracao de cloro livre
maior, menor foi o tempo de contato necessédrio para que
os isolados fossem inativados. A observac¢ao da relagdo
entre concentragao e atividade antimicrobiana jd havia
sido anotada anteriormente.

Com relagdo aos resultados da andlise estatistica
foi concluido que deve haver, para a maior parte das
comparagoes, diferenca significativa entre a relagdo dos
fatores concentra¢ao, auséncia ou presenca de matéria
organica e tempo de contato. Nao foram encontradas
diferengas significativas, ou seja, poder-se-ia usar um
ou outro, nos seguintes tratamentos: C1S/M-5 e C2-
30; C1S/M-10 e C1S/M-15; C1S8/M-10 e C1S/M-30;
C1S/M-15 e C1S/M-30; C1C/M-5 e C1C/M-10; C1C/
M-5 e C1C/M-15; C1C/M-5 e C1C/M-30; C1C/M-10
e CIC/M-15; C1C/M-10 e C1C/M-30; C1C/M-15 e
C1C/M-30; C1C/M-15 e C2-5; C1C/M-30 e C2-5; C2-5
e C2-10; C2-10 e C2-15.

Chama-se a atengao para o fato de que as relagoes
exclusivamente matemdticas podem ndo ser absolutas
na interpretacao dos resultados. Pode-se citar exemplos
onde os tratamentos C1S/M-5 versus C2-30, ou C1S/M-
10 e C1S/M-30 estatisticamente ndo apresentaram
diferenga significativa. No entanto, o sanitarista/higienista
pode ter um olhar diferente sobre o resultado. Mesmo
que a diferenca de uma amostra, para o “n” 32 usado
neste trabalho nao indique matematicamente diferenca
significativa, o higienista deve pensar que uma tnica
amostra vidvel ap6s confrontagao com o desinfetante tem
grande importancia, pois pode colocar em risco a seguranca
do alimento e consequentemente a satide dos comensais.

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que, tomando como refe-
réncia o género bacteriano confrontado, o uso do
hipoclorito de sédio como barreira sanitiria em ambientes
de manipula¢do de alimentos promove maior seguranca
quando estiver com pelo menos 200 ppm de cloro livre,
tempo de contato por 30 min e residuos organicos nas
superficies com niveis inferiores a 1%.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos analisar pardmetros microbioldgicos e fisico-quimicos de 31 marcas
de agticares mascavos. Foram realizadas as andlises microbioldgicas (bactérias mesdfilas totais, bolores e
leveduras, coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella) e fisico-quimicas (polariza¢ao, umidade, cinzas
condutimétricas, cor ICUMSA, agtcar redutor, agticar redutor total e pH). Os resultados microbioldgicos
indicaram que houve resultados acima do limite do of “National Food Canners and Processors” apenas
para bactérias mesdfilas totais. A legislacdo brasileira estabelece o teor minimo de 90°S para sacarose como
unico pardmetro para avaliacdo do agticar mascavo, sendo que apenas sete amostras atendiam ao padrao. Os
resultados de umidade variaram de 2,13 a 6,02% para cinzas; de 1,15 a 3,45%;agtcares redutores; de 1,17 a
8,51%, redutores totais de 68,90 a 98,21%; pH de 5,24 a 7,8 e cor ICUMSA de 174,6 a 574,5 U.l indicando
que os agucares mascavos comercializados no Brasil ndo possuem padrao de producdo, armazenamento e
qualidade final, indicado pelas diferencas dos parametros avaliados.

Palavras-chave. cor, qualidade, agticar mascavo.

ABSTRACT:

This paper aims to evaluate microbiological and physical-chemical parameters of 31 commercial brown
sugar. Microbiological analysis (total mesophilic bacteria, mold and yeasts, total coliforms, Escherichia coli
and Salmonella) and physico-chemical analysis (polarization, moisture, condutimetrical ashes, ICUMSA
color, reducing sugar, total reducing sugar and pH) were carried out. The microbiological results indicated
that only the mesophilic bacteri were above the limit of “National Food Canners and Processors”. The
Brazilian legislation establishing the minimum content of 900S for sucrose as the unique parameter to
evaluate the brown sugar and only 7 samples met the standard. The results of moisture ranged 2.13 to
6.02% ashes; 1.15 to 3.45%; reducing sugar 1.17 to 8.51%; total reducing sugar 68.90 to 98.21%; pH 5.24
to 7.8 and ICUMSA color 174.6 to 574.5 U.I. Therefore, the brown sugar commercialized in Brazil don’t
follow a pattern of production, storage and final quality, justified by the significant differences of the value
of almost all evaluated parameters.

Key words. color, quality, brown sugar.
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INTRODUCAO

Nos tultimos anos, cada vez mais os consumidores tém
procurado modificar seus hdbitos alimentares pelo
consumo de produtos que ndo tenham sido submetidos
a rigorosos processamentos industriais nem tenham
recebido adicdo de substincias quimicas em sua fabricacéo.
De acordo com Mendonga et al.',0 agticar mascavo atende
aos grupos de pessoas que possuem hdbitos alimentares
baseados na minimiza¢ao ou eliminagao de produtos
quimicos agregados.

Os agucares artesanais, COmo 0 mascavo e a
rapadura, sao produzidos geralmente em industrias de
pequeno porte ou em empresa familiar®’. Sua produgao
se da, basicamente, pelo esmagamento de colmos de
cana-de-agtcar, sadios, frescos e com um teor de Brix
pré-estabelecido, em moenda para a extra¢do do caldo,
gerando a garapa e o bagaco. O caldo é inicialmente
peneirado para livrd-lo de impurezas que possam ter
sido incorporadas na moagem, como pedacos de bagaco.
A seguir, a garapa ¢ aquecida e, em muitos casos, tratada
com leite de cal para corre¢do da acidez e por ultimo
concentrado por evaporagao até o ponto de cristaliza¢ao
da sacarose™*.

Comparativamente, o acticar mascavo difere do
acucar branco, principalmente, pela sua coloracao escura e
pelo menor percentual de sacarose®. Segundo Coenders®, o
acuicar mascavo é rico em calcio, ferro, potassio e diversas
vitaminas que nao sao normalmente encontradas no
acucar refinado, além de diminuir a carga energética
especifica e sua composi¢ao ndo comprometer a absor¢ao
de nutrientes pelo organismo.

De acordo com Spears e Kassouf” seu uso mode-
rado evita obesidade, diabete, diminui sensivelmente as
céries dentdrias e os danos a calcificagao infantil, além
de ajudar no bom desempenho do sistema digestério e
das fun¢oes hepdtica e renal, devido aos sais e vitaminas.
Recentemente, 0 aglicar mascavo passou a ser tratado com
seriedade quanto as caracteristicas microbioldgicas, além
das quimicas e tecnoldgicas, jd citadas anteriormente, visto
que este tipo de aguicar tem sido a base essencial para a
elaboragdo de diversos tipos de alimentos e bebidas, além
do crescente consumo.

A contaminagao microbiana resultante do pro-
cesso produtivo, quando conduzido de maneira adequada,
ndo é o principal problema para o aglcar mascavo, pois
é considerada inexistente, dado que no desenvolvimento
sao atingidas temperaturas superiores as suportadas
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por grande parte dos micro-organismos patogénicos e
grande parte da contaminagao do produto é resultante
do armazenamento insatisfatério®.

Nao se espera uma grande diversidade de micro-
organismos em andlises microbioldgicas de agucares
mascavos, dado que o crescimento dos mesmos depende
da obten¢ao de umidade adequada, geralmente superior
a do agticar®

As regras de mercado valorizam a qualidade
dos produtos, sendo o foco essencial para que as
empresas sejam competitivas e atendam as demandas
do consumidor moderno, o qual busca cada vez mais
produtos sauddveis e ficeis de preparar, porém, sem
abrir mao do sabor', uma vez que o ag¢ticar mascavo
provem muitas vezes de técnicas ndo padronizadas.
Relatam ainda que a variedade da matéria-prima e
a temperatura de processamento afetam o produto
final'’.

Este trabalho teve como objetivo verificar a
qualidade microbioldgica e fisico-quimica de marcas
comerciais de agticares mascavo, bem como comparar os
resultados de carboidratos descritos nos rétulos com os
obtidos nas analises.

MATERIAL E METODOS

= Material

Inicialmente foram coletadas 31 (trinta e uma) marcas
de agticar mascavo comercializadas nos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, sendo que a escolha das amostras
teve como critério as informagdes na rotulagem, tais
como: designac¢ao do produto, razao social e endereco do
fabricante, peso liquido, ingredientes, data de fabricacao,
seguindo a recomendacdo descrita pela Resolu¢ao 12/33
de 1978 da Comissao Nacional de Normas e Padrdes para
Alimentos (Brasil)!2.

= Analises microbioldgicas

As amostras foram analisadas quanto ao nimero de
mesdfilas totais ICUMSA GS2/3-43)'3, bolores e leveduras
(ICUMSA GS2/3-47)'%, coliformes totais e Escherichia
coli (Petrifilm - AOAC 991.14 - 3M Microbiology) e
Salmonella (kit 1-2 Test - AOAC 989.13 — BioControl). As
andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
Agricola e Molecular (LAMAM) do DTAIiSER/CCA/
UFSCar.
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= Analises fisico-quimicas

Os seguintes pardmetros formam analisados: polarizagao,
umidade, cinzas condutimétricas, agticar redutor, a¢iicar
redutor total, cor ICUMSA e pH. Todas as metodologias
seguiram as recomendagdes da International Commission
for Uniform Methods of Sugar Analysis (ICUMSA") e
foram realizadas no Laboratoério de Andlises e Simulagdo
Tecnoldgica (LAST) do Departamento de Tecnologia
Agroindustrial e Socioeconomia Rural do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFSCar. As analises foram realizadas
em triplicata.

= Analise da rotulagem

A andlise de rotulagem foi realizada através de averiguacao
dos rétulos, onde se anotou todas as informagoes seguindo
anormatizacao estabelecida pela Anvisa'*: valor energético,
carboidratos, proteinas, gorduras totais, saturadas e trans,
fibra alimentar, ferro e sédio.

Em seguida foi realizada uma compara¢ao entre
os dados obtidos no rétulo para carboidratos, com os
valores obtidos nas andlises fisico-quimicas para agticares
redutores totais, j4 que estes sao responsaveis pela
totalidade de carboidratos do produto.

= Analise estatistica

Os dados obtidos nas andlises microbioldgicas e fisico-
quimicas foram avaliados utilizando o programa
estatistico’, por andlise de variancia (Anova), observando,
assim, se existird homogeneidade das amostras, e, sendo
detectadas diferencgas significativas entre as médias
(p<0,05), realizou-se teste de Tukey. A Anadlise dos
Componentes Principais (ACP) também foi utilizada nos
dados fisico-quimicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise microbioldgica
A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos nas andlises
microbioldgicas das 31 marcas de agticares mascavo.

A legislacdao brasileira estabelece valores de
coliformes totais como o tinico pardmetro microbioldgico
para agticar mascavo, tendo um limite de 102 UFC/g'®. Para
este estudo, nenhuma amostra apresentou a presenca de
coliformes, bem como Salmonella.

A presenca de coliformes totais e Escherichia coliem
alimentos é considerada uma indica¢do de contaminag¢ao
devida, na maioria das vezes, a higiene e sanificagdo
inadequadas no processamento de alimentos®’.

Para bactérias mesdfilas totais, considerando-se
os Padrdes internacionais do “National Food Canners
and Processors” citado por Ceccato-Antonini'®, um limite
adequado para garantia da qualidade microbiolégica
do agucar mascavo estabelece-se em 50 UFC/g. Desta
maneira, verificou-se que dez amostras (2, 6, 12, 17, 20,
21,22,23,27,31) de agticar mascavo ndo se apresentaram
dentro deste limite microbiolégico exigido.

Grande parte da contaminag¢ao por bactérias estd
ligada a higiene insatisfatéria no processo de envase do
aglicar ou a conservac¢ao inadequada nos estabelecimentos
comerciais. A amostra 12 devido a seu alto valor, cerca de
30 vezes superior ao permitido'¢, é considerada inaceitavel
para o consumo humano direto. Um provavel fator
ligado a esta excessiva carga bacteriana pode ser o teor de
umidade elevado, como pode ser verificado nas andlises
fisico-quimicas.

Outras caracteristicas devem ser consideradas para
a garantia da qualidade microbioldgica do agticar mascavo,
segundo Verruma et al.’®, como um limite de 50 UFC/g
de bolores e leveduras e a auséncia de Salmonella e para
ambos os pardmetros, todas as amostras encontraram-se
dentro dos padroes estabelecidos.

= Anélises fisico-quimicas

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos nas
andlises fisico-quimicas das 31 marcas de agtcares
mascavos, mostrando que as amostras apresentaram
diferencas significativas para os todos os pardmetros
avaliados (p<0,05), exceto polarizagao.

Os resultados de polarizagdo variaram de
74,89 a 96,93°S (Tabela 2). A legisla¢do brasileira
estabelece apenas o teor de sacarose (Pol) como tnico
parametro para avaliacao deste produto’ exigindo valor
minimo de 90% ou 90°S. Dos 31 agtcares avaliados,
sete apresentaram-se dentro do padrao estabelecido
pela legislacao brasileira: 21, 7, 4, 15, 23, 13 e 5, com
valores de 90,88, 91,09, 91,44, 93,28, 94,04 e 96,93°S
respectivamente.

Verruma et al.'?, analisando Pol em nove amostras
de agucares mascavo, descreveram que apenas duas
amostras estavam com teores superiores a 90%.

Para os teores de umidade, observou-se que houve
uma variacdo entre 2,13 a 6,02%. Apesar da legislacdo
vigente ndo especificar o minimo e o maximo, Verruma
et al."” sugeriram valores inferiores a 2,4%, em fungdo da
estabilidade do produto. Desta forma, apenas a amostra
13 adequa-se com 2,13%.
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Tabela 1. Valores médios dos parametros microbiolégicos dos actcares mascavo

Amostra

O 00 N o Ul B W N —

w NN NN NN DN DN NN -2 =2 s s s
SO OV 0 N OO U A W N = O O O NN O Ul B W N — O

31

Coliformes
(UFC/qg)
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia

Auséncia

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia

Auséncia
Auséncia

0

Bactérias

Mesofilas totais

(UFC/g)
30,5
74,5
25,5
45,5
43,5
56,5
17,5
31,5
30,5
36,5
17,5

1632,5
19,5
23,5

9,5
14,5
79,5
40,5
15,5
101
59,5
80,5
249,5
39,5
9,5
4,0
54,5
9,5
16,5
38,5
111,5
1,11

Bol. e Lev.
(UFC/qg)

1,5
3,5
7,0
55
55
8,5
4,5
2,5
1,5
26,5
9,5
55
4,5
10,5
24,5
0,5
2,5
42
1.5
0,5
32,5
1.5
15,5
1,5
0,5
0,5
1,5
1.0
0,5
0,5
1,0
0,5

Salmonella

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia

Auséncia

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia

Auséncia
Auséncia

0

Médias na mesma coluna, seguidas de letras iguais,

DMS = Diferenca Minima Significativa.
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nao diferem significativamente (p 0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-quimicos dos aclicares mascavo

Amostras

—_

O O 0 N OO0 Ul B W N

Polarizacao
°S

89,69 ns
88,13 ns
86,69 ns
91,09 ns
96,93 ns
89,34 ns
90,88 ns
82,11 ns
80,25 ns
84,91 ns
87,92 ns
86,78 ns
94,04 ns
88,67 ns
91,44 ns
86,33 ns
87,94 ns
88,1 ns
83,59 ns
89,76 ns
90,21 ns
84,46 ns
93,28 ns
78,25 ns
86,78 ns
82,76 ns
74,89 ns
85,36 ns
85,36 ns
79,05 ns
84,98 ns
22,85

Umidade
%

2,98ghijk
3,81defg
3,61efgh
2,47jk
2,73hijk
2,62ijk
6,02a
4,65bcd
3,33efghij
4,03cdef
3,56efgh
2,57ijk
2,13k
3,00ghijk
2,53jk
5,15ab
3,60efgh
2,93ghijk
4,89bc
3,95def
3,01ghijk
3,5efghi
2,44ik
6,00a
3,29efghij
4,03cdef
4,95bc
3,09fghij
4,15cde
4,22bcde
3,84defg
0,94

Cinzas
%

1,57pq
1,55q
2,049
1,640
1,917i
1,66n0
2,08f
2,41c¢
1,21t
1,75l
1,83k
1,59p
1,67no
1,72lm
1,75l
3,45a
1,24t
2,12e
2,03g
2,14e
2,19d
1,85}k
1,87]
3,11b
1,95h
1,67no
2,06fg
1,15t
1,68mn
1,32s
1,43r
0,04

AR
%

5,27efgh
8,21ab
5,25efgh
4,01kIm
5,2efghi
3,52mno
8,51a
5,04fghi
5,59%ef
5,42efg
4,60hijk
4,22jklm
2,880pq
3,24nop
2,27qr
4,78ghij
5,34efgh
1,17s
4,92fghij
3,84Imn
2,72pq
4,46ijkl
1,88rs
3,22nop
2,20qr
6,74d
6,93d
5,87e
8,18ab
7,73bc
7,1cd
0,76

ART
%

85,37gh
86,07fgh
96,69abc
94,61abc
98,212
96,7abc
94,61abc
94,92abc
94,74abc
95,13abc
97,29ab
87,22efgh
96,18abc
90,68cdefg
95,14abc
94,49abc
93,06abcde
94,9abc
91,06cdefg
94,54abc
92,67abcde
93,89abcd
93,28abcde
87,58efgh
93,10abcde
68,90i
87,98defgh
82,90h
93,19abcde
84,31h
91,59bcdef
6,16

Cor
U.l

243,2jki
445,1bc
408,0lbcde
386, 1bcdef
263, Thijk
422,7Ibcde
284,6ghij
470,6b
246,6jk
213,4ijk
174,6k
356,2cdefg
223jk
252,4ijk
397,2bcdef
405, 2bcdef
343,5efgh
348,6defgh
259,6hijk
398,5bcdef
347,1def
362,1cdefg
264,8ijh
474,9cdefg
356cdef
433,9bcd
410,2bcde
315,8fghi
229,4ijk
574,5°
415,1bcde
89,87

pH

6,11klmn
7,13b
6,84e
7,85a
6,88de
6,19jklm
7,08bc
6,78ef
6,18jkim
5,89°
6,33l
6,23ijkl
7,69°
6,23ijkl
6,92cde
6,37hi
5,63p
7,792
6,51gh
6,15kImn
6,25ijk
6,04mno
6,25ijk
5,98n0
6,66fg
6,06lmno
6,52gh
6,79ef
7,04bcd
5,229
5,91°
0,17

Médias na mesma coluna, seguidas de letras iguais, nao diferem significativamente (p 0,05) pelo teste de Tukey.
DMS = Diferenca Minima Significativa — ns=nao significativo (p 0,05).
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Estudos descritos por Verruma et al.', com 9
marcas comerciais de a¢licar mascavo, encontraram
valores de umidade entre 1,35 e 4,44%. A alta umidade
em ac¢ucar pode causar diversos problemas como
empedramento, dissolu¢dao de cristais (o agucar se
apresentar melado), infecgdo por micro-organismos,
desdobramento de sacarose em glicose e frutose, o que
implica baixa vida atil para o produto. Para Sarantopoulos
et al.,*® a umidade ¢é o fator de influéncia méxima na
deterioragdo do agticar.

Estudos descritos por Silva e Parazzi*', sobre
umidade de acticar mascavo, mostraram que o teor de
umidade do agticar mascavo em relacdo ao convencional
cristal ou refinado foi quatro vezes maior, com destaque
para as marcas provenientes de coletas em bares e em
pequenas propriedades.

De acordo com Lopes e Borges?, para uma melhor
qualidade do actcar, é importante que a variedade de
cana utilizada forneca uma garapa com baixo teor de
cinzas, pois altos teores de cinzas significam altos teores de
potdssio, o qual confere um sabor desagradédvel ao agutcar,
além de dificultar a cristalizagdo. Os mesmos autores
propoem que este valor ndo seja superior a 2,2% no agticar
mascavo, garantido assim sua qualidade. Neste trabalho, os
valores de cinzas variaram de 1,15 a 3,45%. As amostras 8,
16 e 24 apresentaram valores acima do proposto, portanto
aproximadamente 90% estao em conformidade.

Quanto aos resultados obtidos para agtcares
redutores (AR), a variagdo ocorreu entre 1,17 a 8,51%.
Conforme sugerido por Lopes e Borges?, os valores de
AR devem estar abaixo de 2,4%. A Tabela 2 mostra que
apenas as amostras 15, 18, 23 e 25 apresentaram valores
adequados.

Estudos descritos por Verruma et al.”? pesquisando
9 marcas de agticar mascavo também obtiveram uma
variagao ampla nos teores de agticares redutores: 1,43 a
6,59%.

De acordo com Lopes e Borges* os agucares
redutores (AR) podem ser origindrios da prépria cana,
que quando ndo madura possui teores superiores a 1%,
ou origindrios da inversao da sacarose durante o processo
de fabrica¢do. Como consequéncia do processamento
de caldos em altas temperaturas, altos valores de AR
podem ser evitados utilizando-se cana madura, fresca
e principalmente pela aplicacao da cal, promovendo a
neutralizagao do caldo. O alto teor de AR também dificulta
a obtencao do ponto final de cozimento para cristaliza¢ao
da sacarose, resultando em um produto com aparéncia
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umida e com tendéncia para melar ou empedrar, ou ainda
pode causar a perda deste ponto levando o produtor a
grandes prejuizos.

Quanto aos resultados obtidos para aguicares
redutores totais, as amostras apresentam valores que
variaram de 68,90 a 98,21%.

Nao ha valor médximo e minimo definido para
acucar redutor total. Os teores no agticar mascavo podem
variar de acordo com a quantidade de agticares redutores
totais existentes no caldo da cana-de-agticar. No processo
produtivo, a cana geralmente é colhida com um teor de
Brix preestabelecido, sendo assim a quantidade de agticares
no caldo da cana dependente do teor de sélidos soldveis
nao-agucares, como sais minerais e acidos, por exemplo.

Quanto aos resultados obtidos para cor [CUMSA,
os valores situados ficaram entre 174,6 (amostra 11) e
574,5 U.I (amostra 30). Para termos de comparagdo, o
valor de cor [ICUMSA para o agticar refinado especial deve
ser inferior a 80. Lopes e Borges’, descreveram que o uso
excessivo de cal com elevac¢ao do pH a valores superiores
a 7 também interfere na cor do produto que pode sofrer a
destrui¢do da sacarose e o escurecimento do agticar. Neste
trabalho as amostras 2, 4, 8, 13, 18 e 29 apresentaram pH
superior a 7, porém somente as amostras 2 e 4 (pH maior
que 7,0) apresentaram cor ICUMSA elevadas.

Outro fator é o uso de dcido inoxiddvel na
constru¢do dos equipamentos no lugar do ago carbono,
que é uma maneira também de se evitar o escurecimento.
A variedade de cana e o local onde ela é plantada podem
resultar em caldos ricos em polifendis ou aminoécidos
que acabam resultando em cor no agticar. Isto pode ser
controlado ou evitado pela experiéncia do agricultor, que
pode testar diversos sitios de plantio e variedades.

A cor é um parametro importante da aparéncia,
pois é percebido logo no primeiro contato do consumidor
com o produto e pode fornecer informacgao sobre o
processamento. De acordo com Lopes & Borges®, durante
a fabricacao do agtcar mascavo formam-se muitos
materiais coloridos como as melanoidinas (cor amarela).
Se a temperatura de cozimento for muito alta ou o
tempo de cozimento muito longo, podem ser formados
compostos denominados caramelos, que possuem cor
escura. Os caramelos escurecem o agticar (agucar preto),
porém também lhe conferem um sabor especial de a¢ticar
queimado que pode agradar alguns consumidores.

O método ICUMSA verifica se a coloragao do
produto estd de acordo com a classificagao utilizada pelo
fabricante no rétulo do produto. Quanto mais baixo esse
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indice, mais claro, ou mais branco, é o acticar. A medida
que esse indice aumenta, o agticar vai adquirindo uma
coloragdo mais escura®. Mujica e Soto'! relataram que a
variedade interfere na coloragao do agticar mascavo.

O mesmo Instituto descreve que a da coloragao
do agtcar (convencional) estd diretamente relacionada
ao numero de particulas carbonizadas presentes, o que
representa falha na higienizacio do equipamento que
entra em contato com o produto, uma vez que tais
particulas sao arrastadas durante o processo de fabrica¢ao
ao tamanho dessas particulas, ou seja, quanto menores as
particulas, mais branco é o agticar e vice-versa.

O pH das amostras de agticares mascavo variou
entre 5,22 a 7,85. Lopes & Borges® relataram que esta
variacdo se dd pela adi¢ao de cal na fabricac¢do, nao
havendo valor minimo e mdximo especificado. De
acordo com Mujica e Soto'!, a variedade influencia
significativamente no pH do agticar mascavo.

Utilizando-se os dados coletados de cada para-
metro analisado foi possivel realizar obter a Analise
de Componentes Principais (ACP). A Figura 1 ilustra
a distribui¢do dos atributos pardmetros no espago
definido pela primeira e segunda dimensoes. Verificou-
se que os Componentes Principais (CP) 1 e 2 explicam
juntos 60,56% das variacoes entre as amostras de agicar
mascavo. O CP1 explicou maior parte da variagdo das
amostras, compreendendo 38,66%, e 21,89% para CP2.

E possivel observar na Figura 1 quanto maior
a projecao do vetor do parametro fisico-quimico, mais
importante para o eixo (1 ou 2) e quanto mais perto
a amostra do vetor, mais importante é o atributo para
amostra.

Biplot (eixos F1 e F2: 60,56 %)
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Figura 1. Andlise de Componentes Principais (ACP) de agticar mascavo —
posicao dos parametros fisico-quimicos e amostras.

Analisando-se a Figura 1 observa-se que os
ART, POL, pH localizados a direita na referida Figura,
bem como AR localizado no lado esquerdo da mesma
contribuiram com o maior peso para a variabilidade
associada ao CP1. J4 a umidade e cinzas foram os que
mais contribuiram para a variabilidade associada ao
CP2. Verificou-se que houve grande variabilidade entre
as amostras.

Quanto a comparagdo das informagdes descritas
nos rétulos dos agicares mascavos, verificou-se que as
31 amostras demonstraram grande similaridade quanto
a apresentagdao das embalagens. As marcas se adequam
a legislacao vigente estabelecida pela Anvisa', exceto
pelas amostras 2 e 22, que nao apresentava tabela de
composi¢ao.

O valor energético hoje utilizado é com base em
uma alimenta¢ao de uma pessoa adulta de 2000 kcal,
que deve ser expresso em Kcal e kJ. Na Tabela 3, pode-se
observar que dos rétulos analisados, duas marcas utilizam
a unidade de cal para representar seu valor, as marcas 23
e a 24, e as amostras 14, 15, 16, 27, 28 e 30 apresentaram
apenas o valor em Kcal.

Para carboidratos todas as marcas apresentaram
teores proximos (4,5 a 5,0g). Das 31 marcas analisadas
verificou-se que 5 marcas (2, 5, 22, 23 e 27) nao
apresentaram dados sobre teores de carboidratos em seu
respectivo rétulo.

Para os valores obtidos para carboidratos neste
trabalho os valores variaram 1,17 a 8,51, portanto,
verificou-se que das 26 marcas que apresentaram o
item carboidrato, 14 apresentaram valores superiores
em relagdo a andlise realizada, sendo que destas 4
apresentaram uma diferenga superior a 2 gramas, as
marcas 13, 15, 18 e 25.

Das 31 marcas analisadas, 68% apresentaram em
suas embalagens a informacao sobre o teor de proteinas.
Verificou-se, como era esperado, baixo teor neste
nutriente.

A indica¢do de gorduras totais, saturadas e trans
sao obrigatérias em todas as embalagens dos alimentos.
Conforme a Tabela 3, constatou-se que apenas 21 marcas
apresentaram valores de gorduras totais, 22 marcas de
gorduras saturadas e 17 marcas de gorduras trans.

A quantidade de fibra encontrada no agtcar
mascavo é o resultado da ma peneira¢do do caldo de
cana-de-agicar no processo produtivo; sendo assim,
partes de bagaco de cana nao serdao observados em valor
significante, como é possivel concluir pela Tabela 3, cujas
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Tabela 3. Informacdes nutricionais descritas nas embalagens dos aclicares mascavos e carboidratos obtidos na analise
fisico-quimica.

Marcas Valor Energético Carboidratos Carboidratos Proteinas Gorduras SR UTEE Gorduras _Fibra
comerciais (kcal - kJ) rotulo(g) analise(g)* (g) Totais (g) Sattz;:;\das Trans (g) AIm(nge;n tar
1 18-76 4,5 5,27 S.i S.i S.i S.i S.i
2 S.i S.i 8,21 S.i S.i S.i S.i S.i
3 18-76 50 5,25 0 0 0 0 0
4 19 - 80 4,9 4,01 0 0 0 0 <1,0
5 18-76 S.i 5,20 S.i S.i S S S

6 19-83 4,9 3,52 0 0 0 0

7 19-80 4,9 8,51 0 0 0 0

8 19-76 5,0 5,04 S 0 0 0

9 19-76 5,0 5,59 0 0 0 0

10 18-76 4,8 5,42 S.i 0,4 0 0 S.i
11 18-76 4,8 4,60 S.i 0,4 0 0 S.i
12 20 - 84 49 4,22 S.i S.i S.i S.i S.i
13 20 -84 49 2,88 S.i S.i S S S
14 20 5,0 3,24 <0,5 <0,5 S S S
15 20 5,0 2,27 0 S.i 0 S.i S.i
16 20 5,0 4,78 0 S 0 S S
17 18-76 4,5 5,34 0 0 0 0 0
18 18-76 4,5 1,17 0 0 0 0 0
19 20-84 50 4,92 0 0 0 0 0
20 19 - 80 4,8 3,84 0 0 0 0 0
21 18-76 4,5 2,72 0 0 0 0 0
22 S S.i 4,46 S.i S.i S S S
23 16 S.i 1,88 S.i S.i S.i S.i <1
24 18 4,5 3,22 0 0 0 S <1,0
25 20-85 50 2,20 0 0 0 0 0
26 20 -85 50 6,74 0 0 0
27 16 S.i 6,93 S.i S.i S S S
28 20 50 5,87 0 0 0 S.i 0
29 20-84 4,9 8,18 0 0 0 0 0
30 18 4,5 7,73 0,4 0,23 0 S.i <1,0
31 19-80 4,9 7,10 0 0 0 0 0

Obs. valores referentes a uma colher de chd =5 g.
s.i = sem informacao.
*Valores obtidos na analise fisico-quimica.
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amostras 4, 23, 24 e 30 s3o as Gnicas a apresentarem valor
para este parametro.

O ferro, no agicar mascavo, é oriundo do ja
existente no caldo de cana-de-agucar e do resultante
do desgaste das moendas e tachos. Embora com baixas
quantidades, o acticar mascavo pode ser utilizado para
diminuir o valor didrio de ferro a ser consumido pelo
ser humano, dado que este elemento é de extrema
importancia na manuten¢ao do organismo, destarte, a
indicagao no rétulo do teor de ferro torna-se significativo,
embora nenhuma marca analisada tenha apresentado este
item no rétulo®.

CONCLUSOES

s Os parametros fisico-quimicos analisados apresentaram
valores bastante varidveis demonstrando falta de
padroniza¢ao na produgao dos agticares mascavo;

= A legislagao brasileira estabelece a polarizagao como
Unico pardmetro quimico para avaliagdo do agtcar
mascavo, e dos 31 aguicares avaliados, apenas sete
apresentaram-se dentro do padrio estabelecido;

s Verificaram-se altos teores de umidade e acgucar
redutor na maioria dos acticares, que deveriam ser
normatizados, uma vez que estes pardmetros sdo
indicadores que estao intimamente ligados a vida de
prateleira do produto;

= A maioria dos agticares mascavo apresentou contagens
de meso6filas totais superiores ao permitido para
agucares, o que pode estar ligado aos altos teores de
umidade;

= Quanto a anilise de rotulagem, observou-se que parte
das exigéncias nao é apresentada nos rétulos;

= Novas resolu¢des de padroniza¢do para agticar mascavo
devem ser realizadas para adequar a garantia de
qualidade do produto para o consumidor e assegurar
que os pequenos fabricantes se mantenham no
mercado.
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RESUMO

No presente estudo foi analisada a bactéria S. aureus isolada de diferentes fontes de transmissao durante
a ordenha de vacas por meio de técnica de amplificacdao de genes da toxina. As amostras de leite e dos
6stios foram obtidas antes da ordenha dos animais e as de teteiras antes e durante a ordenha sob diferentes
condigdes climdticas. A andlise dos genes das enterotoxinas A a D e da toxina da sindrome do choque téxico
foi efetuada por meio de técnica de amplificacdo das respectivas sequéncias codificadoras. O gene sea foio
mais prevalente dentre os pesquisados e a maioria dos isolados foi detectada em amostras de leite de quartos
mamdrios com mastite. A presenca de genes de toxinas estafilocdcicas em S. aureus isolados de diferentes
fontes de transmissdo dentro da cadeia epidemioldgica da mastite bovina evidencia a possibilidade de
veiculagdo desse micro-organismo por meio de leite contaminado e que pode representar riscos a satide
publica.

Palavras-chave. mastite, leite, Saude Publica, genes de toxinas.

ABSTRACT

S. aureus isolated from diverse transmission sources during the cow milking was studied by amplifying
the toxins genes. The milk samples and specimens from teat orifices were collected before milking, and
samples from mouthpieces were collected before and during the milking procedure performed at varied
climatic conditions. The study on the A to D enterotoxins genes and the toxin of toxic shock syndrome were
carried out by amplifying the respective coding sequences. The sea gene showed to be the most prevalent
among those analyzed, and the majority of isolated were detected in milk samples from mammary quarters
with mastitis. The occurrence of staphylococcal toxins genes in S. aureus isolated from different sources
of bovine mastitis epidemiological chain, evidences the feasibility of this microorganism transmission by
contaminated milk, being a potential risk to public health.

Key words. mastitis, milk, Public Health, toxin gens.
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INTRODUCAO

A ocorréncia de micro-organismos que infectam os
animais e sao transmitidos as pessoas é preocupante,
uma vez que algumas das fontes de transmissao de
patdgenos sao importantes produtos na cadeia alimentar
humana. Um destes produtos ¢ o leite, reconhecido por
ser altamente nutritivo e parte fundamental na dieta de
idosos e criancas. A mastite é a principal doenga que afeta
os bovinos leiteiros, causada principalmente por bactérias,
dentre as quais Staphylococcus aureus. Este micro-
organismo constitui um grande problema em Satude
Publica, pois suas estirpes podem produzir enterotoxinas
(SEs) e toxinas como a da “sindrome do choque t6xico”
(TSST-1) que podem causar em humanos intoxicagoes
alimentares e até desordens multissistémicas'.

Por ser S. aureus importante agente infeccioso
na cadeia epidemiol6gica da mastite bovina, o estudo do
ambiente de ordenha dos animais é salutar para a identifi-
cac¢do das caracteristicas patogénicas do micro-organismo
e de medidas para o seu controle. A¢oes preventivas po-
deriam evitar a transmissao desta bactéria de um animal
a outro e reduzir os riscos do agente ser transmitido pelo
leite. Uma vez que as toxinas produzidas sao termoestdveis
e ndo inativadas pelas temperaturas aplicadas durante o
processo de pasteurizacao do leite, a busca de patdgenos
cujos genes possam ser amplificados, como os genes das
principais enterotoxinas e toxinas dentro das propriedades
leiteiras, pode fornecer informagoes sobre a qualidade do
produto que serd submetido as industrias®.

Em periodos com maiores ocorréncias de chuvas,
as condi¢oes higiénicas do rebanho ficam comprometidas
pela influéncia negativa da elevacao dos niveis de umidade
que, em conjunto com a temperatura, favorecem a
sobrevivéncia e a proliferacao dos S. aureus. A literatura
registra que em periodos mais chuvosos ocorre um
percentual menor dos S. aureus com sensibilidade aos
principios ativos de diversos antimicrobianos que foram
testados’, quando comparados com os micro-organismos
isolados em épocas com indices pluviométricos inferiores,
8,7% contra 27,3%, respectivamente, abrindo caminho
para mais estudos sobre a possivel maior patogenicidade
deste micro-organismo em épocas chuvosas.

Como forma de acrescentar outras informagdes
referentes a epidemiologia da mastite bovina e tragar
consideragoes sobre a sua relagdo com a satde publica,
estudou-se a capacidade de amplificagao de genes de
toxinas por S. aureus em diferentes fontes de transmissao
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no ambiente de ordenha de vacas em lactacao, em periodos
classificados de acordo com a ocorréncia de chuvas.

MATERIAL E METODOS

= Localizacao da propriedade

O rebanho fazia parte de estabelecimento de produgao
leiteira localizado na regidao de Campinas, interior do
Estado de Sao Paulo, composto por animais das ragas
Holandesa e Pardo-Suiga. O tipo de ordenha era mecanico
em sistema fechado, cuja a obtencao de leite era realizada
duas vezes por dia.

= Selecao dos animais para a colheita de amostras de
leite

As amostras de leite foram obtidas no decorrer de 16
meses, entre agosto de 2005 e dezembro de 2006, quando
foi investigada a presenca de mastite subclinica nas
vacas em lactagao do rebanho com a realizagao mensal
do California Mastitis Test (CMT). A leitura da prova
foi considerada como positiva quando era verificada
a formacao de viscosidade da mistura entre leite e o
reagente CMT. Os casos clinicos de mastite também foram
investigados, quando alteragoes macroscopicas do leite ou
da glandula mamadria eram condizentes para classificar a
doenc¢a como clinica, como grumos e/ou sinais visiveis
de inflamagao da glandula. Durante o periodo em que foi
realizado o estudo, o rebanho apresentou uma mediana
de 52 vacas em lactacao.

= Método de colheita de leite dos quartos mamarios

As amostras de leite com reagdo positiva ao CMT e as
de quartos mamadrios com alteragdes macroscopicas
da glandula mamaria e/ou do leite foram colhidas de
acordo com os procedimentos recomendados pelo
National Mastitis Council *. Utilizou-se tubos de ensaio
esterilizados para a obten¢do de 2 a 5 mL da amostra de
leite, em duplicatas, de cada quarto mamario, antes de
iniciar a ordenha e apds a antissepsia do 6stio papilar
com 4dlcool etilico 70% (v/v). As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas com refrigeracdao
por gelo e levadas ao laboratério para isolamento e
identificacdo bacterianos.

= Amostras obtidas a partir dos dstios papilares

As amostras dos éstios papilares de animais que apre-
sentaram quartos mamarios reagentes ao CMT foram
obtidas independentemente se todos os quartos estavam
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reagentes, com o auxilio de suabe estéril, por meio da
realizacdo de movimentos circulares sobre o 6stio’. Este
procedimento foi realizado ap6s a antissepsia efetuada
pelo ordenhador. Procedeu-se o transporte das amostras
com a presenca de dgua peptonada estéril em cada tubo
de ensaio.

= Amostras originadas das teteiras

As amostras originadas das teteiras foram obtidas apds
a friccdo de suabes estéreis, em movimentos circulares,
na por¢ao final de cada um dos quatro insufladores
para cada conjunto de ordenha, em todos os conjuntos
da ordenhadeira®. Os suabes foram transportados em
tubos de vidro individuais com dgua peptonada estéril.
As colheitas destas amostras foram realizadas em dois
periodos, inicialmente quando metade dos animais
haviam sido ordenhados e, em um outro momento, apds
o término das ordenhas.

= Classificacao dos periodos de obten¢ao das amostras
Os animais foram distribuidos em dois periodos, de acordo
com os indices pluviométricos ocorridos na regidao em que
a propriedade estava localizada’. O primeiro periodo foi
denominado “Estagao seca” ou “Periodo seco’, cujo indice
pluviométrico maximo entre a realizacao de duas colheitas
de amostras foi igual a 56,2 mm, com precipitacao média
de 27,9 mm. Por um outro lado, a “Estacao chuvosa” ou
“Periodo chuvoso” apresentou indices pluviométricos
maximos que permaneceram entre 76,3 mme 193,8 mm,
com uma média de chuvas igual a 113,6 mm.

= Isolamento e identificacao de Staphylococcus aureus
nas diferentes fontes estudadas

O leite obtido a partir dos quartos mamarios foi semeado
em placas de Petri com édgar base acrescentado de sangue
ovino, na concentra¢ao de 5%, com o auxilio de alca de
platina, enquanto as amostras obtidas a partir dos dstios e
insufladores foram semeadas diretamente com os suabes
utilizados nas colheitas. Todas as placas foram incubadas por
um periodo de 18 a 24 horas, a temperatura de 37°C. Ap6s o
crescimento das colonias, elas foram submetidas a coloragao
de Gram, com posterior realizagao das provas de catalase
e coagulase lenta com plasma de coelho®. Os cocos que
demonstraram ser Gram-positivos e, posteriormente, com
reagdes positivas nas provas da catalase e coagulase foram
submetidos a prova para verificagao da produg¢do de acetoina
e utilizacao da maltose e da trealose. As amostras positivas a
estas provas foram classificadas como S. aureus’.

= Analises moleculares das amostras

A participac¢do de S. aureus na etiologia da doenga
foi confirmada pela extragdo e amplificacao do DNA
cromossomal especifico'’. Para a extragdo do DNA
bacteriano, foi utilizado o Kit GFX Genomic Blood” (GE
Healthcare, Amersham Biosciences, Sdao Paulo, Brasil),
com o protocolo de extracdo de DNA para bactérias Gram
positivas, as solucoes de lise, de extraciao e de lavagem
e as colunas GFX de purificagdo. A lise bacteriana foi
realizada com o auxilio de um pré-tratamento com
lisozima.

O protocolo descrito por Martineau et al."' foi
utilizado para a amplificagdo de fragmentos de DNA
cromossdmico especifico do S. aureus. As reacdes
compreenderam um volume final de 20 pL com 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
de cada dNTP, 0,4 pM de cada oligonucleotideo iniciador
Sa442-1 (5’- AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATA TTC
TTC ACG- 3’) e Sa442-2 (5’- CGT AAT GAG ATT TCA
GTA GAT AAT ACA ACA- 3°),¢ 0,5 U de Taq polimerase
em amplificagao do tipo host-start. As misturas de PCR
foram submetidas & desnaturagdo, por trés minutos,
a 94 °C e, posteriormente, a 30 ciclos de um segundo,
a 95 °C, para a desnaturagao e 30 segundos, a 55 °C,
para o pareamento e extensao dos oligonucleotideos
iniciadores. Dez microlitros do produto amplificado
foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose
em concentra¢ao de 2%, corado com brometo de etidio.
Marcador de tamanho molecular 100 pb foi utilizado
como padrio de peso molecular.

= Amplificacao dos genes das enterotoxinas dos tipos
A aD edatoxina TSST-1

Utilizou-se DNAs extraidos das estirpes de S. aureus
e armazenados a - 20 °C para a pesquisa dos genes de
enterotoxinas dos tipos A a D (sea, seb, sec e sed) e da
toxina da sindrome do choque tdxico (#st), por meio da
amplificagdo de suas sequéncias codificadoras.

Segundo protocolo estabelecido por Cunha et
al."?, as reagdes compreenderam um volume final de 50
uL, com 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 1,5 mM MgClz, 0,2
mM de cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo
iniciador (JOHNSON et al., 1991) Seal (5’- TTG GAA
ACG GTT AAA ACG AA) e Sea2 (5- GAA CCT TCC
CAT CAA AAA CA); Sebl (5- TCG CAT CAA ACT
GAC AAA C) e Seb2 (5- GCA GGT ACT CTA TAA
GTG CC); Secl (5'- GAC ATA AAA GCT AGG AAT
TT) e Sec2 (5'- AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC);
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Sedl (5- CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT) e Sed2
(5- TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG); Tstl (5'- ATG
GCA GCATCA GCT TGA TA)eTst2 (5- TTT CCA
ATA ACC ACC CGT TT),0,5 U de Taq polimerase em
amplificacao do tipo host-start, com a utilizagao de 5 pL de
DNA de cada estirpe identificada genotipicamente como
pertencente a espécie S. aureus.

As misturas de PCR foram submetidas a
um primeiro ciclo de 94 °C por quatro minutos, a
desnaturagdao a 94°C por dois minutos, pareamento
a 55 °C por um minuto e 30 segundos e extensdao dos
oligonucleotideos iniciadores a 72°C por um minuto e 30
segundos, seguido por um segundo ciclo de desnaturagao
a 94 °C por dois minutos, pareamento a 53 °C por
um minuto e 30 segundos e extensdo a 72 °C por um
minuto e 30 segundos. No terceiro ciclo, a temperatura
de pareamento foi reduzida a 51 °C, seguido por mais 37
ciclos a 94 °C por dois minutos, 51 °C por um minuto
e 30 segundos e 72 °C por um minuto e 30 segundos.
No final dos 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C
por sete minutos e a 4 °C até o momento de retirada do
termociclador.

Dez microlitros do produto amplificado foram
visualizados ap6s eletroforese (150 V por 1 h e 30 min)
em gel de agarose, em concentraciao de 2%, corado com
brometo de etidio. Ap6s leitura em fotodocumentador, os
produtos amplificados foram comparados com marcador
de tamanho molecular 100 pb.

= Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos aos testes de sensibilidade
in vitro a partir da técnica de difusao em disco'’ em placas
de dgar Mueller-Hinton, frente a 12 antimicrobianos
representados pela gentamicina (10 pg), penicilina (10
UI), oxacilina (1 pg), tetraciclina (30 pg), cefepime (30 ug),
cloranfenicol (30 ug), eritromicina (15 ug), sulfazotrim
(25 pg), vancomicina (30 pg), clindamicina (2 pg) ,
ciprofloxacina (5 pg) e rifampicina (5 pg). A aferi¢ao
dos halos de inibi¢ao formados em torno dos respectivos
principios ativos foi realizada segundo o preconizado
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)™.

= Contagem de células somaticas do leite

As amostras de leite para a CCS foram obtidas no mesmo
dia em que foram retiradas as amostras de leite para o
exame microbioldgico, com prévio acondicionamento
em frascos plasticos com capacidade para 60 mL, com
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a adi¢do de duas pastilhas de bronopol. A determinagdo
celular foi efetuada por contador eletronico (Somacount
300, Bentley Instruments).

= Andlise estatistica

O teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de
Dunn foi utilizado para verificar a relacao existente entre
a CCS do leite dos quartos mamadrios com mastite e a
produgao de genes de toxinas por S. aureus. Os isolamentos
dos micro-organismos nas diferentes fontes pesquisadas,
de acordo com os indices pluviométricos, assim como a
presenca dos genes pesquisados foram comparados com
a utilizacdo do teste exato de Fisher®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia real dos casos de intoxicagao estafilococica
no Brasil é dificil de ser conhecida, pois a doenc¢a ndo é
de notificacio compulséria. Porém, é de senso comum
que o leite de vacas com mastite ou os manipuladores
envolvidos com a ordenha dos animais podem estar
envolvidos na epidemiologia da doenga'. Apesar de outros
estafilococos também produzirem enterotoxinas, S. aureus
mostra-se como o mais importante agente desencadeador
das intoxicacoes estafilococicas'’. Existem em torno de
20 sorotipos antigénicos de toxinas em S. aureus'®, que
podem ser divididas em subtipos, de acordo com as suas
caracteristicas imunoldgicas e fisico-quimicas, como por
exemplo a EECY.

S. aureus foi identificado como participante na
etiologia infecciosa da mastite bovina em todas as colheitas
de amostras de leite que foram realizadas na propriedade,
sempre como o mais prevalente quando comparado
com outros micro-organismos identificados (dados nao
tabelados). Dentre as prevaléncias mensais, a maior foi
encontrada em periodo imediatamente posterior a épocas
em que ocorreram grandes quantidades de chuvas no
local de estudo.

Na Tabela 1 foram distribuidas as estirpes de
S. aureus isoladas, de acordo o local e o periodo em que
foram obtidas.

Um total de 245 estirpes de S. aureus foram
identificadas, dentre as quais 61,2% originaram-se de leite,
26,5% de 6stios e 12,2% das teteiras. Dentre as estirpes
investigadas, houve predominéancia das que se originaram
de amostras de leite em ambos os periodos classificados
de acordo com a ocorréncia de chuvas, o “chuvoso” e o
“seco” (63,2% e 58,7%, respectivamente). Por um outro
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lado, ocorréncias inferiores foram encontradas nas teteiras
em ambos os periodos, com 13,2% e 11,0% dentre o
total de isolados para os periodos “chuvoso” e “seco”,
respectivamente. Apesar do ntimero inferior de micro-
organismos nas teteiras, em ambos os periodos estudados
nao foi verificada diferenca significativa entre a quantidade
de isolados nas diferentes origens pesquisadas, seja para
a comparacao feita entre leite e dstios (P=0,2983) como
para a comparagao dos valores encontrados para leite e
teteiras (P=0,8417) e Gstios e teteiras (P=0,3809).

O fato de ser encontrada uma maior quantidade
de isolados no leite ndo necessariamente significa que
esta fonte de transmissao do micro-organismo ¢ a mais
importante, uma vez que as relagdes epidemioldgicas
existentes entre o patdgeno e o ambiente onde ele é
encontrado sao diferentes. Entretanto, a participa¢do do
hospedeiro, representado pelo animal em lacta¢ao e a sua
capacidade de resposta a invasao e multiplica¢cdao do agente
infeccioso na glandula mamaria, tem um papel importante
na epidemiologia da doenga.

Tabela 1. Staphylococcus aureus identificados de acordo com a origem e o periodo de ocorréncia de chuvas em

propriedade leiteira da regiao de Campinas, SP.

Periodos de obtencao das amostras

Origem Chuvoso
n’ %
Leite 86 63,2
Ostios 32 23,5
Teteiras 18 13,2
Total 136 100,0

Seco Total
n % n %
64 58,7 150 61,2
33 30,3 65 26,5
12 11,0 30 12,2
109 100,0 245 100,0

" Numero de isolados.

Tabela 2. Distribuicao das estirpes de Staphylococcus aureus de acordo com a amplificacdo dos genes e a ocorréncia

de chuvas.
Origem
Genes Leite Ostios Teteiras
A’ B? A B? A’ B?

Genes n % n % n n % % n %
sea 6 50,0 10 62,5 4 66,7 8 66,7 40,0 5 83,3
seb 2 16,7 1 6,2 1 16,6 - - 1 20,0 1 16,7
sec - - 3 18,8 - - 2 16,6 1 20,0 - -
tst 1 8,3 2 12,5 1 16,6 2 16,6 1 20,0 = =
sed 1 8,3 - - - - - - - - - -
sea + sed 1 8,3 - - - - - - - - - -
seb + tst 1 8,3 - - - - - - - - - -
Total 12 100,0 16 100,0 6 100,0 12 100,0 5 1000 6 100,0
1. A: Estacdo chuvosa (indices pluviométricos maximos entre 76,3 mm e 193,8 mm, precipitacdo média de 113,6 mm);
2. B: Estacao seca (indice pluviométrico méximo de 56,2 mm, com precipitacdo média de 27,9 mm).
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A Tabela 2 apresenta a distribuicao de S. aureus
e a ocorréncia dos genes de toxinas amplificados dentre
os pesquisados (sea, seb, sec, sed e tst), nos dois periodos
classificados pela ocorréncia de chuvas.

Todos os genes pesquisados foram amplificados
em micro-organismos isolados em amostras de leite de
maneira isolada e, em duas ocasides, houve co-amplificacao
de sea com sed e seb com tst. Em micro-organismos isolados
nas amostras de dstios e teteiras, sed ndo foi amplificado.
O gene sea foi o de maior prevaléncia em todas as origens
e nas duas estagdes climaticas, chuvosa e seca (35/57),
porém nenhuma diferenga estatistica foi encontrada
quando comparou-se a presenga deste gene com a dos
outros que foram identificados. Também observou-se
que a maioria das estirpes em que se identificou genes de
toxinas foram isoladas em amostras de leite de quartos
mamadrios com a mastite (28/57), provavelmente pela
maior quantidade de isolados estudados nesta fonte de
transmissao.

Diferentemente dos achados contidos neste
trabalho, existe relato de nao deteccdo de sea em
S. aureus oriundos de humanos, leite bovino mastitico
ou leite do tanque, utilizando-se a auséncia do gene para
a defesa da tese de S. aureus em leite bovino ter uma
baixa possibilidade de estar envolvido em intoxicagdes
alimentares estafiloc6cicas®®. Do mesmo modo, outros
autores’' defendem que estafilococos enterotoxigénicos
parecem ndo ser encontrados com tanta frequéncia, ap6s
0 acompanhamento que foi realizado em 20 propriedades
e nao serem encontrados estes micro-organismos em 15
delas, quando estudado o leite de quartos mamarios com
mastite ou do tanque de expansao dos estabelecimentos
de produgao leiteira. Houve relato® de S. aureus que foram
obtidos de amostras de leite de quartos mamdrios com
mastite bovina, dentre os quais apenas quatro isolados
(6,03%) co-amplificaram os genes sea e seb, enquanto
dois (3,1%) foram positivas para o gene sec, em estudo
que investigou estes trés tipos de genes.

Apesar disso, outros trabalhos demonstram que
a dificuldade em encontrar estafilococos produtores de
toxinas ou que expressam genes para estas nao é uma
regra. Dentre 127 amostras de S. aureus isoladas de casos
de mastite clinica e subclinica, obtidas em 23 municipios
do Estado de Minas Gerais, a TSST-1 foi a toxina mais
produzida, sendo identificada em 60 amostras (47% do
total), seguida pela SED (30%) e a SEB (19%)%.

Ao ser estudada a codificagdo dos genes para
enterotoxinas em amostras de leite de tanques de expansio
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de cinco fazendas em Assis, Estado de Sao Paulo, sea foi o
mais frequente (16/41,0%), seguido pelo sec (8/20,5%),
sed (5/12,8%), seb (3/7,7%) e see (2/5,1%). Entre os genes
codificadores para outras enterotoxinas, seg foi o mais
frequentemente observado (11/28,2%), seguido pelo sei
(10/25,6%) e por seh e sej, estes dois ultimos com trés
amplificagdes (7,7%)*. Os resultados encontrados na
propriedade estudada demonstraram que 26 dentre o
total de 28 cepas originadas do leite apresentaram somente
um gene enterotoxigénico, um porcentual superior ao
encontrado na regiao de Assis, Sao Paulo, 92,9% contra
64,1%.

O teste para os genes das enterotoxinas (ent) e
TSST-1 (#st) foi realizado em 132 cepas de S. aureus e 90
isolados (68,2%) foram positivos para um ou dois genes.
Dentre os isolados positivos, 61 (67,8%) o foram para
entA, 30 (33,3%) para entB, 5 (5,6%) para entC2 e 38
(42,2%) para tst. Além disso, 33 (36,7%) co-amplificaram
os genes entA e tst. Nenhum dos 90 S. aureus conduziam
os genes entD e entE®.

Sugere-se uma relagao entre a produc¢do de
TSST-1 e a severidade dos casos de mastite, devido a
possibilidade desta representar um fator de viruléncia em
casos mais graves da doenga'®?. Entretanto, é mais facil
tentar estabelecer esta relagao com afericdes do momento
em que as amostras s3o obtidas, devido a dificuldade de
obten¢ao de um histérico dos animais acometidos pela
doenga, ja que, muitas vezes, as amostras de leite chegam
para a andlise laboratorial sem a descri¢dao do processo
infeccioso no animal, assim como dos sinais inflamatérios
apresentados, caso existirem.

Van Leeuwen et al.?® pesquisaram dez genes
virulentos em amostras humanas e veterindrias. O gene
codificador da proteina da sindrome do choque t6xico
(tst) foi mais frequentemente encontrado entre amostras
veterindrias (P<0,0001) e, principalmente, nas amostras
relacionadas com a mastite bovina (P<0,0001), quando
comparadas com amostras oriundas de humanos. No
presente trabalho, st foi encontrado em isolados de leite,
Ostios e teteiras (7/57) e co-amplificado com seb em um
isolado originado de amostra de leite de quarto mamario
com mastite.

A intoxicacdo causada por estafilococos pode
ocorrer ap6s o consumo de alimentos contaminados com
0s micro-organismos que podem produzir as toxinas,
assim como depois do consumo de alimentos com as
enterotoxinas jd formadas. A questdo representativa
do risco a saude da populagdo é que as toxinas sao
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caracterizadas por resistirem a pasteurizagao. A intoxica¢ao
apods a ingestdo do alimento com a toxina apresenta um
periodo de incuba¢dao que pode variar de 30 minutos
até oito horas, em média duas a quatro horas. Entre os
sintomas estao desde vomitos, diarreia e dores abdominais,
até sudorese, caibras, dores de cabega, calafrios, reducao da
pressdo arterial e até febre, na dependéncia da quantidade
de toxina ingerida?.

De acordo com o exposto no pardgrafo anterior,
mostra-se preocupante a presenca de genes de enterotoxinas
em fontes relacionadas com a cadeia epidemioldgica
da mastite bovina. Constante é a preocupagao com o
leite cru contaminado e a sua utilizacdo na fabrica¢do
de queijos, um dos principais subprodutos originados
do leite. Existem relatos de presenca de Staphylococcus
spp. enterotoxigénicos em queijo artesanal e industrial,
supondo-se que o tratamento térmico do leite possa
ser, em alguns casos, ineficiente ou que possa ocorrer
contaminacdo ap6s o tratamento, devido & manipulagao
ou contato com superficies ndo sanitizadas®.

Apesar de ser incerto o fato de todas as amostras
gene-positivas poderem causar um processo de intoxicagao
alimentar, a existéncia destes genes em S. aureus é
necessaria para que estas amostras causem este processo®.
Dessa maneira, a técnica de PCR permite a detec¢ao do
potencial genético para a producdo de enterotoxinas, o que
a torna util tanto como um teste de triagem como para
a confirmagdo destas. Desde que o estudo relacionado
com enterotoxinas estafilocdcicas tenha uma razao
epidemioldgica, estafilococos gene-positivos para toxinas
podem ser considerados produtores de toxinas quando
a produgao de toxinas in vivo, por exemplo durante a
infecgdo, nao pode ser conduzida®.

Devido a importancia destas toxinas em sadde
publica e no setor alimenticio, um eficiente teste de triagem
para detectar a prevaléncia de amostras enterotoxigénicas
é fundamental®®, nao apenas no derivado lacteo processado
mas também dentro da propriedade leiteira.

Situagdes como a presenca do gene e a nao produ-
¢a0 de niveis detectdveis de toxinas podem ocorrer devido
a um baixo nivel de produgdo de enterotoxina, com limites
de detec¢ao nao alcan¢ados por um ensaio imunoldgico.
Uma vez que a produgao de enterotoxinas por estafilococos
pode ser afetada pelas condigoes de crescimento usadas,
como a quantidade de inéculo, temperatura, atividade de
dgua e o pH, é possivel que em algumas ocasides as con-
di¢des de cultura especificadas para o ensaio imunoldgico
sejam subdtimas para a expressao do gene. Por um outro

lado, os genes podem nao ser expressos devido a mutagoes
nas regioes de codificagao ou regulatoria®.

Em periodos mais chuvosos, uma maior amplitude
de genes foi encontrada em leite e teteiras, quando
comparou-se com periodos de menor ocorréncia de
chuvas. Nos dois isolados em que foram co-amplificados
genes, verificou-se que o periodo de obtencdo foi o
classificado como chuvoso (Tabela 2).

Concomitantemente ao estudo das toxinas, os
perfis de resisténcia das cepas de S. aureus foi pesquisado
e houve uma menor variabilidade dos perfis de resisténcia
quando o gene presente era sea. Especificamente no caso
deste gene, para cada 4,8 amostras, apareceu um perfil
diferente de resisténcia aos antimicrobianos. Para o seb,
encontrou-se um perfil diferente para cada 1,2 amostra e
sec verificou-se um perfil diferente para cada 1,5 amostra.
Com relag¢do ao tst, foi encontrado um perfil diferente para
cada 1,1 amostra.

O perfil de resisténcia a penicilina foi o mais
encontrado, proporcionalmente, em amostras com o
gene da toxina “A” (48,3%), seguindo-se seb, tst, e sec
(33,3%, 25,0% e 16,7%, respectivamente), diferentemente
de outros autores®' que relataram que todos os isolados
com amplificacdo de seb apresentaram resisténcia a este
principio ativo. Por um outro lado, os achados desta
pesquisa demonstraram que o perfil de sensibilidade
a todos os principios ativos testados foi superior
para aquelas cepas em que foi amplificado sec (50%).
Micro-organismos com o gene para TST foram aqueles
que apresentaram o maior nimero de amostras com
resisténcia a oxacilina (37,5%), enquanto para sea, seb e
sec os porcentuais variaram de 13,8 a 16,7%.

O estudo da correla¢ao entre a producao de
enterotoxinas e a resposta celular verificada pela CCS*
revelou que, quando estas eram detectadas, as amostras
eram oriundas de quartos mamarios com contagem
superior a 1.000.000 células.mL, sugerindo-a como um
possivel fator de viruléncia para este agente, apesar da
auséncia de diferenca estatistica ap6s a andlise dos valores,
levando os autores a comentarem sobre a possivel presenca
de outros fatores que podem interferir na contagem
celular, além da capacidade de producio de toxinas por
parte dos patégenos.

Efetuou-se a contagem de células sométicas (CCS)
do leite de 25 dentre 28 quartos mamédrios onde foram
isolados S. aureus que expressaram genes para as toxinas.
A CCS média do leite dos quartos com isolamento de S.
aureus que expressaram sea foi de 551.000 células.mL™
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(n=13), enquanto para aquelas cepas que expressaram seb,
sec e sed,as CCS foram, respectivamente, 372.000 células.
mL' (n=3); 640.000 células.mL! (n=3); e 4.050.000
células.mL’ (n=1). A CCS média foi igual a 1.085.000
células.mL! para as cepas com expressdo de tst (n=4)
e 4.000.000 células.mL"! para a cepa que expressou os
genes seb e tst em conjunto. Ao se dividir as CCS em
quatro classes (até 200.000; 200.001 a 500.000; 500.001
a 750.000; >750.000 células.mL"), ndao houve diferenca
estatistica (P=0,5498) ao ser comparada a CCS de acordo
com a presenga do gene. Apesar disso, mais estudos
precisam ser realizados para a verificacao da relacdo entre
a CCS, uma medida da reagao inflamatdria da glandula
mamadria contra o invasao bacteriana, e as toxinas ou 0s
seus genes.

Ha uma grande controvérsia sobre o papel das
enterotoxinas durante o processo infeccioso causado pelo
S. aureus nos casos de mastite bovina. A sec e a sed parecem
ser as mais importantes nas infeccdes intramamarias, ja que
induzem a liberagao de fatores inflamatérios'®. A indugao
destes fatores poderia levar a uma resposta mais acentuada
por parte da glandula afetada e, consequentemente, acarretar
uma CCS mais elevada. Apesar da pequena quantidade de
quartos mamadrios acompanhados, no presente trabalho
foi observado que a CCS daquelas glandulas em que foram
isolados S. aureus com amplificacio de sec e sed foi superior
a CCS do leite das glandulas mamarias infectadas por
micro-organismos que amplificaram sea e seb.

Quando foi analisada a associa¢do entre genes de
viruléncia de S. aureus e a presenca de mastite subclinica,
relatou-se o papel do gene sej como um dos fatores de
risco. Isolados que abrigavam o gene sej também foram
positivos para sed, sugerindo a possibilidade da viruléncia
das amostras que albergam ambos os genes ser mais
alta quando comparada a viruléncia das amostras que
albergam somente o gene sed *'

As enterotoxinas produzidas por S. aureus podem
estar relacionadas com o agravamento das doencas
causadas pelo micro-organismo, além da sua habilidade
de causar intoxica¢do alimentar. Neste sentido, jd foram
identificados isolados que produziram as enterotoxinas
C e a TSST-1 em vacas que nao conseguiram responder
positivamente ao tratamento contra a mastite. Além disso,
amostras bacterianas isoladas em glandula mamaria
bovina e que secretaram TSST-1, induziram a liberagao
de citocinas com o consequente estabelecimento de um
processo inflamatério do tecido mamario ou a cronicidade
da mastite. A triagem de enterotoxinas em isolados
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bacterianos causadores de mastite nos animais em lacta¢ao
pode ser de importincia para estabelecer se amostras
produtoras de enterotoxinas estdao associadas com casos
mais severos da doenga ou com casos em que o tratamento
ndo é eficaz, além da importincia no contexto de satide
publica e segurancga alimentar®.

Sugere-se que a produgdo simultinea de mais
de uma toxina pode elevar os seus efeitos deletérios
isolados e, consequentemente, atuar na patogenia das
infec¢des intramamarias causadas por S. aureus. Por
exemplo, resisténcia a mais de um antimicrobiano
poderia existir em amostras produtoras de mais de um
tipo de toxina®.

A importancia do estudo das caracteristicas dos
isolados de S. aureus em outras fontes, além do leite
dos quartos mamadrios doentes, reside na possibilidade
da existéncia de portadores de S. aureus que facilitam
a transmissdao dessas bactérias entre animais de um
mesmo ambiente, inclusive pelas maos do ordenhador e
de utensilios destinados a ordenha, tais quais as teteiras™.
Quando hd normas higiénicas de manejo de ordenha mal
conduzidas, o papel de transmissao destes agentes pelos
portadores torna-se preocupante.

CONCLUSAO

A presenca de genes de toxinas estafilococicas em S. aureus
isolados em diferentes fontes de transmissao dentro da
cadeia epidemioldgica da mastite bovina evidencia a
possibilidade de veiculagao deste micro-organismos pelo
leite, ocasionando riscos a satide publica.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi validar um método quantitativo para determinagao de L-fenilalanina (Fen) em farinha de trigo
por espectrofotometria derivada segunda. A amostra de farinha de trigo, na quantidade de 0,525g, foi submetida a hidrdlise
acida com HCl a 5,7 mol/L, a 110 °C, por 24 h. O material hidrolisado foi reconstituido para 50 mL com tampao fosfato
de sédio a 0,1 mol/L, pH 7,0. As solugdes preparadas a partir dessa amostra foram submetidas as leituras de absorvancia,
entre 230 nm e 280 nm, em espectrofotometro UV/VIS. Os espectros de derivada segunda foram tragados e os valores
das dreas dos picos negativos foram utilizados para estimar os teores de Fen. A linearidade do método foi demonstrada
na faixa de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL (correspondente a teores de 251 mg/100g a 877 mg/100g de Fen em farinha de
trigo). Efeitos de matriz foram observados. A determinagao de Fen nao sofreu interferéncia de compostos como L-tirosina
e L-triptofano. As porcentagens de recuperagao variaram de 81 % a 118 % e os desvios padrao relativos de repetitividade
e reprodutibilidade parcial foram respectivamente 11 % e 15 %, para amostras contendo 354 mg/100g, demonstrando
adequada recuperagio e precisao do método. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram, respectivamente, 63 mg/100g
e 175 mg/100g. Os pardmetros de desempenho estudados indicaram adequagdo do método para o monitoramento e
controle de teores de Fen em farinha de trigo.

Palavras-chave.L-fenilalanina, farinha de trigo, espectrofotometria derivada segunda, validacdo de métodos.

ABSTRACT

The aim of this paper was the validation of a methodology for determination of L-phenylalanine (Phe) in wheat flour by
second derivative spectrophotometry. For this purpose, 0.525g of wheat flour was hydrolyzed with HCl 5.7 mol/L at 110 °C
for 24 h. This material was diluted to 50 mL with 0.1 mol/L sodium phosphate buffer, pH 7.0. The solutions prepared from
this hidrolyzed were measured on UV/VIS spectrophotometer at wavelength range from 230 nm to 280 nm. The second
derivative spectrophotometry’s spectra were plotted and the values of the negatives peaks areas were used for estimating the
Phe contents. Linearity was demonstrated in the range of 0.010 mg/mL to 0.035 mg/mL (corresponding to 251 mg/100g to
877 mg/100g of Phe in flour). Matrix effects were observed. The Phe determination was not affected by similar compounds
such as L-tyrosine and L-tryptofan. The recoveries ranged from 81 % to 118 % and the relative standard deviation under
repetitivity and within-reproducibility conditions were 11 % and 15 %, respectively, for samples at 354 mg/100g, showing
the adequate recovery and precision of the methodology. The limits of detection and quantification were 63 mg/100g
and 175 mg/100g, respectively. The studied parameters indicated that this methodology is suitable for monitoring and
controlling of Phe contents in wheat flour

Key words. L-phenylalanine, wheat flour, derivative spectrophotometry, method validation.
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INTRODUCAO

A Fenilcetontria (PKU) é uma desordem autossomal
recessiva, causada pela deficiéncia ou auséncia da atividade
da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), resultando
em reduc¢ao ou auséncia da conversdo da L-fenilalanina
(Fen) em L-tirosina e, consequentemente, no aumento da
producao de metabdlitos, tais como, fenilactato, piruvato,
ortohidroxi-fenilacetato e feniletilamina “*°. O acimulo
desses metabolitos anormais e de Fen no plasma podem
ocasionar graves consequéncias no sistema nervoso
central, ainda durante a infincia, assim como falhas no
andar ou falar, tremor, microcefalia, falhas no crescimento
e retardo mental, progressivo e irreversivel >°.

O tratamento da PKU ¢ basicamente dietético e
consiste na redu¢ao dos niveis plasmaticos elevados de Fen
para concentragdes consideradas nao lesivas ao sistema
nervoso, de acordo com a faixa etdria do paciente >**°. Esta
dieta pobre em Fen deve ser iniciada até o terceiro més de
vida do recém-nascido e mantida por toda a vida **7%.

Dentro do grupo de erros inatos do metabolismo
de aminodacidos, a PKU ¢ a manifestacao clinica mais
encontrada ®>. A PKU acomete aproximadamente 1:8.000
recém-nascidos na Europa Ocidental, em média 1:10.000
nos Estados Unidos, mas é muito mais rara em japoneses e
quase desconhecida em africanos. Ja no Brasil, aincidéncia
¢ de uma crianca fenilcetonurica a cada 15.000 recém-
nascidos, ocorrendo varia¢oes de prevaléncia de acordo
com a regiao geografica .

Os produtos designados para grupos especiais de
consumidores, como os fenilcetontricos, devem apresentar,
de forma bem especificada, o teor dos componentes cuja
ingestao deve ser controlada. Para isto, a dosagem de Fen
nos alimentos deve ser realizada empregando-se métodos
analiticos confidveis °.

Vérias técnicas podem ser utilizadas para dosar
o teor de Fen nos alimentos, tais como analisador de
aminodcidos, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) *'%! pelo emprego de um sensor enzimatico
de membrana, “enzyme membrane sensor”®, CLAE
hidrofilica '* e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) °.

A espectrofotometria derivada segunda (EDS)
¢ uma técnica analitica simples, rapida e de custo baixo,
considerada, por vdrios autores, como um método
quantitativo e qualitativo vantajoso, de grande utilidade.
Baseia-se na derivagao do espectro de absor¢ao normal
dos compostos analisados #1516,

Ichikawa e Hiroshi '7'#!%% relataram a eficiéncia
da EDS para medir Fen em proteinas ou em hidrolisados
proteicos. Estes autores, primeiramente, examinaram
residuos de Fen em proteinas e demonstraram que entre
245 nm e 270 nm os residuos de aminodcidos de L-tirosina
e L-triptofano nao interferiram significativamente nas
propriedades da Fen. Dois anos mais tarde, determinaram
Fen, por esta técnica, em proteinas desnaturadas,
encontrando resultados que concordavam com os
descritos na literatura. Varios autores tém relatado a
grande confiabilidade do uso da EDS, nesta faixa de
comprimento de onda, para quantificar os residuos de Fen
em proteinas, desde que varidveis como o pH e a adi¢do de
outras substancias sejam controladas !»!51617:1920.21,22.23

Ressalta-se, ainda, que no laboratério onde o
presente trabalho foi desenvolvido, a EDS foi utilizada,
com éxito, para a avaliacao do grau de exposi¢do * e
para a quantificacao de Fen em diversos hidrolisados
pl‘OteiCOS 25,26,27,28,29.

A farinha de trigo ocupa um lugar relevante na
alimentacao do brasileiro, com grande utiliza¢ao no
preparo de alimentos, tanto em nivel doméstico quanto
industrial. Entretanto, sua introdugao na alimentagao de
fenilcetontricos é restrita, e depende do nivel de Fen no
soro destes pacientes, pois faz parte dos alimentos de uso
proibido para PKU *. Neste sentido, a confiabilidade dos
resultados das determinagdes dos teores Fen em farinhas
¢ determinante para que este alimento seja utilizado de
maneira segura nas dietas de fenilcetonuricos.

Apesar de fundamentais para a garantia da
confiabilidade dos resultados de ensaios, as valida¢des
de métodos ainda tém sido reconhecidas como um
dos pontos criticos em sistemas de gestao da qualidade
laboratoriais *'. Processos de valida¢ao que fornecem
parametros de desempenho, indicando adequagao para
uso de um determinado método, tém dominado as
aplicacdes praticas. Todavia, considerando que estudos
de valida¢ao sao fundamentalmente baseados em testes
de hipdteses estatisticas, procedimentos de valida¢ao
também devem fornecer uma verificacao bésica de que as
premissas, feitas com relagao aos principios destes testes,
nao sejam violadas *.

Considerando que nio existem relatos na
literatura sobre o emprego da EDS para a quantificagdo
de Fen em farinha de trigo, bem como, sobre a validagdo
de métodos quantitativos para a andlise de Fen em farinha
de trigo ou outros alimentos por EDS ou outras técnicas,
este trabalho objetivou a valida¢ao intralaboratorial de
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um método de ensaio com propésito de quantificagao de
Fen em farinha de trigo por EDS.

MATERIAL E METODOS

= Amostras

Foram utilizados 5 pacotes de farinha de trigo tipo
I, contendo 1 kg cada, amostrados aleatoriamente e
adquiridos em um dnico comércio de Belo Horizonte,
MG, Brasil. Estas amostras da mesma marca e lote foram
devidamente homogeneizadas, por quarteamento,
e armazenadas em frascos de vidros, devidamente
identificados e hermeticamente fechados, sob refrigera¢ao
entre 2 °C e 8 °C.

= Reagentes e solugoes
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Solugoes estoque de L-fenilalanina, L-tirosina e
L-triptofano de 0,001 mol/L

As solugdes estoque de aminodcidos foram preparadas
por pesagem (balanca analitica eletrénica, Hangping,
FA2004, Shanghai, China) e dissolu¢ao de 0,0041 g,
0,0045 g e 0,0051 g dos respectivos padroes de Fen,
L-tirosina e L-triptofano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
para 25 mL de tampao fosfato de sédio a 0,1 mol/L,
pH 7,0, em baldao volumétrico. Estas solu¢oes foram
preparadas no mesmo dia dos ensaios, sendo mantidas
armazenadas sob refrigeracao entre 2 °C e 8 °C, até o
momento do uso.

Curva de calibragdo de L-fenilalanina, L-tirosina e
L-triptofano

Solug¢oes de 0;0,010;0,015; 0,020; 0,025; 0,030 € 0,035 mg/
mL foram preparadas pela dilui¢ao de aliquotas de 0; 303,
454, 605,757,908 e 1059 pL (Pipetman P100 e P1000) das
respectivas solucdes estoque para 5 mL de tampao fosfato
de s6dio a 0,1 mol/L, pH 7,0, em balao volumétrico. Estas
solugdes foram preparadas no momento dos ensaios.

Tampdo fosfato de sédio 0,1 mol/L pH 7,0

O fosfato de s6dio monobdsico (solu¢ao A) (Synth,
Diadema, SP, Brasil) na quantidade de 24,01 ge 28,40 g
de fosfato de s6dio bibasico (solu¢do B) (Synth, Diadema,
SP, Brasil) foram pesados (balanga analitica eletronica,
Hangping, FA2004, Shanghai, China) e diluidos,
separadamente, para 1000 mL de dgua destilada e
deionizada, em baldo volumétrico. Estas solu¢des foram
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utilizadas no ajuste do pH para 7,0 (Potencidémetro,
Quimis, Q 400 A, Diadema, SP, Brasil). Esta solu¢io
tampao foi preparada no mesmo dia dos ensaios, sendo
armazenada sob refrigeracao entre 2 °C e 8 °C, até o
momento do uso.

Solugao de dcido cloridrico 5,7 mol/L

Acido cloridrico concentrado 37 % (Synth, Diadema, SP,
Brasil) (48 mL) foi diluido com 52 mL de dgua destilada
e deionizada. Esta solugao foi preparada semanalmente e
mantida armazenada entre 20 °C e 30 °C.

Solugdo de hidréxido de sédio 3 mol/L

O hidréxido de sédio (Synth, Diadema, SP, Brasil) na
quantidade de 120,00 g foi pesado (balanga analitica
eletronica, Hangping, FA2004, Shanghai, China) e
dissolvido em 4gua destilada e deionizada, em banho
de gelo, e transferido para um baldo volumétrico de
1000 mL, completando-se o volume com dgua destilada
e deionizada. Esta solucao foi preparada semanalmente e
mantida armazenada entre 20 °C e 30 °C.

» Procedimento analitico

Hidrolise dcida

A farinha de trigo tipo I foi submetida a hidrélise sob
vapor 4acido (HCL a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) para
liberagao da Fen. Assim, pesou-se 0,525 g de farinha de
trigo (balanga analitica eletronica, Hangping, FA2004,
Shanghai, China), quantidade esta que foi uniformemente
distribuida em 12 tubos de borossilicato de 0,5 cm de
didmetro (Hialoquimica, Belo Horizonte, MG, Brasil).
Estes tubos foram agrupados em um frasco maior, ao
qual foi adicionado 0,75 mL de HCI a 5,7 mol/L. Este
frasco foi fechado, mantido sob vacuo por 30 min e levado
para hidrdlise a 110 °C em estufa (Quimis, Q-317B- 12,
Diadema, SP, Brasil), por 24 h. O material presente nos
tubos foi reconstituido em tampao fosfato de sédio
0,1 mol/L pH 7,0. Seguiu-se o ajuste do pH para 7,0
(pHmetro Quimis, Q 400 A, Diadema, SP, Brasil) com
solucao de hidréxido de s6dio a 3 mol/L e a transferéncia
para baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com a solu¢ao tampao fosfato de sédio 0,1 mol/L
pH 7,0. A amostra hidrolisada foi filtrada (papel de filtro
qualitativo, J.Prolab, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil)
e armazenada sob refrigeragdao até o momento do uso.
Desta solucao de farinha hidrolisada, foram retirados
1,9 mL completando-se o volume para 5 mL em baldo



Carreira RL, Ramos CS, Mundim LA, Lima LG, Souza SVC, Silvestre MPC. Validagao intralaboratorial de metodologia quantitativa para determinagao
de L-fenilalanina em farinha de trigo por espectrofotometria derivada segunda. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(2):278-88, 2009.

volumétrico, com tampao fosfato de sédio a 0,1 mol/L
pH 7,0.

Determinagdo espectrofotométrica da L-fenilalanina
As solugoes foram submetidas as leituras de absorvancia
entre 230 nm e 280 nm em espectrofotémetro CECIL
(modelo CE2041, Buck Scientific, Inglaterra), para cobrir a
faixa de absor¢ao da Fen que varia de 245 nm a 270 nm '°.
Os espectros de derivada segunda foram tracados em
computador com o software GRAMS-UV (Galactic
Industries Corporation, Salem, NH, EUA), acoplado ao
espectrofotometro. Neste intervalo, a Fen apresentou picos
negativos na derivada. A drea do pico de maior amplitude,
situado entre 255 nm e 260 nm, foi escolhida para ser
integrada. Os valores das dreas correspondentes foram
utilizados, na andlise de regressao, para o célculo do teor
de Fen na farinha de trigo.

= Procedimento de validagao

Os pardmetros linearidade, efeitos de matriz, seletividade,
exatiddo, precisdo, limites de deteccao e de quantificagao do
equipamento foram estabelecidos em ensaios com solu¢oes
padrao e materiais de referéncia. A adequac¢io para uso do
método foi avaliada em fun¢ao dos pardmetros estudados
e respectivos critérios de aceitabilidade definidos. O
procedimento de valida¢do adotado foi baseado em um
delineamento experimental simples e testes estatisticos
robustos, incluindo verificagoes das premissas relacionadas
a cada teste ****. O nivel de significAncia adotado nos
testes de hipoteses foi & = 0,05.

Linearidade

Avaliagao da linearidade foi conduzida conforme
procedimentos propostos por Souza & Junqueira®.
Uma curva de calibrac¢do foi preparada, nos niveis de
concentragao 0,010;0,015; 0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/
mL de Fen em tampao fosfato de sédio a 0,1 M pH 7,0
(correspondentes a 251,376,501, 627,752 e 877 mg/100g
de Fen em farinha de trigo), sendo trés replicatas inde-
pendentes de cada nivel. As solu¢oes foram analisadas em
ordem aleatdria. Brancos foram preparados em triplicata
para avalia¢ao do ruido, mas nao foram incluidos nos
célculos da regressao.

Os parametros da regressao foram estimados
pelo método dos minimos quadrados ordindrios
(MMQO). Em seguida, gréficos dos residuos da regressao
foram construidos e examinados para investigacao de
perfis 6bvios, sendo indicados como outliers (valores

dispersos) os pontos fora do intervalo + 7. s
sendo s,,. o desvio padrao dos residuos da regressao .
Os outliers foram formalmente diagnosticados pelo
teste de residuos padronizados Jacknife *. Este teste
foi aplicado sucessivamente até que novos outliers nao
fossem detectados ou até uma exclusao maxima de
22 % no numero original de resultados *. As premissas
relativas a andlise de regressao foram verificadas sendo:
normalidade *, homoscedasticidade *** e independéncia dos
residuos da regressao **. Testes de F foram conduzidos para
verificar o ajuste ao modelo linear por meio da avaliagao das
significancias da regressao e do desvio da linearidade *.

Efeitos de matriz

Para verificagdo dos efeitos de matriz, duas curvas de
calibragao foram estudadas nos niveis de 0,010; 0,015;
0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/mL, sendo cada nivel
em trés replicatas independentes, e analisadas em
ordem aleatéria, na mesma bateria analitica. A curva
usual do analito foi preparada conforme descrito nos
experimentos de avaliagao da linearidade. Para a curva
do analito na matriz utilizou-se 1,9 mL de extratos
hidrolisados de amostras de farinha de trigo adicionados
de 0,303, 454, 605,757,908 e 1059 pL da solucao estoque
de Fen, completando-se o volume para 5 mL em balao
volumétrico, com tampao fosfato de sédio a 0,1 mol/L
pH 7,0. Os brancos preparados para cada curva nao
foram incluidos nos célculos.

Os parametros da regressao foram estimados e as
premissas relativas ao MMQO também foram verificadas
para estas curvas. Uma vez comprovadas as premissas
e 0 ajuste ao modelo linear, a inclinacio e a interse¢do
obtidas para a curva usual foram comparadas com
aquelas calculadas para a curva em matriz. A premissa de
homogeneidade das variancias dos residuos das curvas
foi avaliada pelo teste de F %5, para verificar se inclina¢des
e intersecoes seriam comparadas pelo teste de t com as
variancias combinadas ou distintas *.

Seletividade
Para complementar os estudos de efeitos de matriz, nos
quais foram considerados interferentes oriundos das
amostras, reagentes e materiais envolvidos nos ensaios,
a seletividade também foi investigada por meio de
experimentos com Fen na presenca e auséncia de outros
aminodcidos aromaticos.

Trés curvas de calibragao foram construidas,
sendo de L-tirosina, L-triptofano e Fen, cada uma com 3
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pontos (0,010, 0,020 e 0,035 mg/mL), em triplicata. Em
seguida, trés outras curvas de calibra¢do foram preparadas,
sendo a primeira contendo um pool dos trés aminodcidos,
a segunda com Fen associada a L-tirosina e a terceira
composta por Fen e L-triptofano, todas nas concentragoes
de 0,010, 0,020 e 0,035 mg/mL, em triplicata.

Exatiddo, precisdo e limites

Devido a inexisténcia de materiais de referéncia certifi-
cados devidamente caracterizados para Fen em farinha
de trigo, os pardmetros recupera¢ao e precisao (sob
condigoes de repetitividade e reprodutibilidade parcial)
foram pesquisados em ensaios com materiais de referéncia
(amostras previamente caracterizadas por CLAE no nivel
de 354 mg/100g, representativas dos niveis reportados
para Fen em farinha de trigo em tabelas de composi¢cao
centesimal, com valores médios de 400mg de Fen/100g
de farinha de trigo) ¥. Doze replicatas independentes
destas amostras foram divididas em quatro lotes, com
trés replicatas cada, analisadas em quatro diferentes dias,
por dois analistas. As concentragdes de Fen foram preditas
por meio de equagdes obtidas pelo método de adigao de
padrido de Fen nas amostras, devido aos resultados dos
estudos de efeitos de matriz.

Os resultados de recuperacdo obtidos foram
analisados quanto a presenca de outliers pelo teste de
Grubbs *#*%_ As estatisticas de Grubbs para um outlier
(G,), dois outliers vicinais (G,) e dois outliers polares (G,)
foram calculadas simultaneamente para os resultados
obtidos no nivel de concentrac¢do estudado. A indicagdo
de outlier por, pelo menos, uma destas estatisticas seria
suficiente para excluir o dado. Apés um primeiro ciclo,
o teste de Grubbs foi sucessivamente aplicado até que
novos outliers nao fossem detectados ou até uma exclusao
mdxima de 22 % no numero original de resultados de
recuperacao *.

Inexatiddo foi investigada por meio da média
de recuperagido obtida para as replicatas de amostras
adicionadas no nivel de concentragdo estudado, apds o
diagndstico de outliers. O critério de aceitabilidade adotado
foi de média de recuperagao entre 80 % a 110 % .

As precisdes sob condic¢oes de repetitividade e
reprodutibilidade parcial foram expressas em termos
de desvios padrio relativos e estimadas por andlise
de variancia dos resultados de recuperac¢ao obtidos
para as doze replicatas de amostras adicionadas no
nivel de concentragdao estudado®****%. As premissas
de normalidade ** e homoscedasticidade dos residuos
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dos resultados de recuperacao **% relativas a andlise
de variincia, foram previamente testadas. Devido a
indisponibilidade de farinha de trigo sem o analito
Fen, os limites de detec¢do e de quantificagao teéricos
foram estabelecidos como a média das leituras obtidas
para branco de solvente mais trés e dez desvios padrio,
respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Linearidade

Os resultados obtidos nos experimentos para avaliagdo da
linearidade estao demonstrados nas Figuras 1, 2, 3,4,5 e
na Tabela 1. As premissas de que os residuos da regressao
seguem a distribuicao normal sao homoscedésticos e
independentes foram confirmadas, garantindo uma
aplicacao segura dos testes de hipdteses de t e F, além do
emprego adequado do MMQO sem ponderagoes.

Tabela 1. Estatisticas da analise de variancia da regressao,
incluindo teste de desvio da linearidade, para curva de Fen
em tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0 (0,010 mg/mL
a 0,035 mg/mL)

Estatistica Curva Usual
Regressao
E 1,146 x 10*3
o 4,600
citrico
p p < 0,001
Desvio da linearidade
F 1,711
o 3,478
citrico
p p > 0,05
razao entre variancias, F = valor critico tabelado,

E =_significéncia e

A Figura 1 ilustra os gréficos exploratérios dos
residuos da regressao com indica¢ao dos outliers tratados.
Os perfis destes graficos de residuos demonstraram
que nio houve tendéncias 6bvias que demonstrassem
heteroscedasticidade ou desvio de linearidade. Os
intervalos de confianga dos residuos (+ to0755m-2) S,..)
sugeriram a presenca dois outliers, sendo um no nivel
0,020 mg/mL e outro no nivel 0,035 mg/mL, os quais
foram confirmados pelo teste de residuos padronizados
Jacknife.
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Figura 1. Gréafico exploratorio dos residuos da regressao da curva de Fen
em tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/
mL), com indicacao dos respectivos outliers diagnosticados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife.

e, = residuo da regressao, ® = outlier, - - - - = it(0’975;n72)sm .

O gréfico de Ryan-Joiner, ilustrado na Figura 2,
indicou correlagao significativa entre os residuos da
regressao obtidos para cada curva e os valores normais
teoricamente esperados. O coeficiente de correlagao foi
de 0,9895, com valor critico de 0,9529, demonstrando
que o desvio da distribui¢ao normal nao foi significativo
(p >0,10).

A premissa de homoscedasticidade dos residuos
da regressao foi confirmada. A variabilidade dos residuos
ao longo das concentragdes estudadas foi constante, uma

2
1 ,
& 0

-1
R = 0,9895
p>0,10

a
2 ‘ ‘ ‘
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€
Figura 2. Gréfico de probabilidade normal da curva de Fen em tampao
fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL).

e, = residuo da regressao, ¢, = valor normal esperado,
= coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner, p = significancia
do desvio da distribuicdo normal.

vez que a estatistica t de Levene, estimada em 0,676, nao
foi significativa ( p > 0,05) (Figura 3).

Houve independéncia dos residuos da regressao.
A estatistica de Durbin-Watson calculada foi de 1,592
(p > 0,10), sugerindo que nao houve autocorrelagao
(Figura 4).
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Figura 3. Representacdo da homogeneidade das variancias da curva de
Fen em tampao fosfato de sédio 0,17 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/
mL) pelo teste de Levene modificado.

I, =estatistica t de Levene, p = significancia, Grupo 1 =0,010;
0,015 e 0,020 mg/mL, Grupo 2 = 0,025; 0,025 e 0,030 mg/mL.
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Figura 4. Gréfico de Durbin-Watson da curva de Fen em tampao fosfato
de sédio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL).

e, = residuo da regressao, d = estatistica de Durbin-Watson,
P = significancia.
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A regressdo apresentou-se altamente significativa
(p <0,001), enquanto o desvio de linearidade nao foi
significativo ( p > 0,05) (Tabela 1), indicando linearidade
na faixa estudada de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL. A
curva de calibragao com respectiva equac¢ao e coeficiente
de determinagao estd ilustrada na Figura 5.

0,0012
y=(0,02835 + 0,00084)x + (0,00005 = 0,00002)

R?=0,9879 o
0,0010 1

0,0008 -

Abs

0,0006 | 5

0,0004 -

0,0002 -

0,0000 T T T
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040

Fen (mg/mL)
Figura 5. Curva de calibracao da curva de Fen em tampéo fosfato de sédio

0,1 M pH 7,0, na faixa de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, com respectiva
equacao e coeficiente de determinacao.

Abs = leitura de absoryancia, ¥ = resposta, X = concentracdo
de Fen em mg/mL, R~ = coeficiente de determinacio

= Efeitos de matriz
As curvas de calibracdo usual e em matriz, com respectivas
equacdes e coeficientes de determinacio, obtidas nos
estudos de efeitos de matriz estdo apresentadas na
Figura 6. Pelo teste de residuos padronizados Jacknife
foram detectados um outlier na curva usual e outro outlier
na curva de matriz, ambos no nivel 0,035 mg/mL. Todas
as premissas relativas ao MMQO foram confirmadas para
as curvas de calibracdo usual e em matriz. Distribui¢ao
normal dos residuos da regressao foi observada pelos
coeficientes de correlagdo de Ryan-Joiner ( p > 0,10).
Homoscedasticidade foi obtida com estatisticas t de Levene
nao significativas (p > 0,05). Independéncia dos residuos
da regressdo foi indicada pelas estatisticas de Durbin-
Watson (p > 0,10). Regressoes significativas (p < 0,001) e
desvios de linearidade nao significativos (p > 0,05) foram
diagnosticados pelos testes de F da andlise de variancia.
Estes resultados (Tabela 2) permitiram a comparagao das
inclinacdes e intersecdes pelo teste de t para avaliagdo dos
efeitos de matriz.

O teste de F indicou heterogeneidade das va-
ridncias dos residuos das curvas usual e em matriz (
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Tabela 2. Avaliacdo da linearidade das curvas de
calibracdo de Fen usual e em matriz, na faixa de
0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, nos experimentos de
efeitos de matriz

Estatistica Curva Usual C:’rl\;:riezm
Numero de observacoes
n 17 17
Normalidade
R 0,9770 0,9922
citrico 0,9549 0,9549
p p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
i 0,766 -1,681
rico 2,131 2,131
p p>0,05 p > 0,05
Independéncia
d 1,775 1,616
P p>0,10 p>0,10
Regressao
F 5,540 x 1042 1,767 x 10+2
. 4,543 4,543
p p < 0,001 p < 0,001
Desvio da linearidade
F 3,268 2,522
- 3,357 3,357
p p>0,05 p>0,05

n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlacdo de Ryan-
Joiner, P = significancia, t, = estatistica t de Levene, d = estatistica de
Durbin-Watson, F = razao entre variancias, estatisticas criticas = valores
criticos tabelados.
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Figura 6. Curvas de calibracdo de Fen usual e em matriz, na faixa de
0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, com respectivas equacoes e coeficientes
de determinacéo.

Abs = leitura de absorvancia, J =resposta, X = concentracao de Fen

2 . .
em mg/mL, R” = coeficiente de determinacao

F =5,882,com p =0,001) e 0 uso do teste de t com
variancias distintas para avaliagao dos efeitos de matriz.
Assim, nao houve diferenca significativa quando as
interse¢oes da curva usual e em matriz foram comparadas
entre si (p > 0,05). Contudo, as inclina¢des diferiram
significativamente (p < 0,05), indicando efeitos de matriz
(Tabela 3). Com base nestes resultados, foi possivel inferir
que curvas usuais de Fen nado forneceram as mesmas
respostas que amostras de farinha de trigo contendo Fen
nas mesmas concentragdes. Diferenca significativa entre os
interceptos era esperada, pois ndo havia disponibilidade de
amostras de farinha de trigo isentas de Fen. Esta diferenca
corresponderia ao teor prévio do aminodcido presente nos
extratos da farinha utilizados para preparo de cada ponto
da curva de calibragdo em matriz. A auséncia de diferenca
significativa entre os interceptos provavelmente ocorreu
devido a efeitos de compostos presentes na amostra, com

acdo supressora sobre a Fen. Houve ainda a diferenca
significativa entre as inclinagoes, o que reiterou a indicagao
de presenga de interferentes oriundos da matriz. Para
que tais interferéncias fossem consideradas de maneira
a nao afetarem os resultados de Fen nas amostras de
farinha, o método de adi¢ao foi adotado. Ou seja, para
quantifica¢dao de Fen em amostras, sete aliquotas de 1,9 mL
foram retiradas de cada solu¢dao de amostra hidrolisada,
adicionadas de 0, 303, 454, 605, 757, 908 e 1059 uL da
solu¢do estoque de Fen, completando-se o volume para
5 mL em baldo volumétrico, com tampao fosfato de s6dio
a 0,1 mol/L pH 7,0.

= Seletividade

Quando as curvas de calibra¢ao de L-tirosina e L-triptofano
foram lidas nas condi¢oes experimentais para determinagao
de Fen nao houve detec¢ao. Além disto, evidenciou-
se que os espectros de Fen ndo foram afetados pela
presenca dos outros aminodcidos aromdticos estudados.
As respostas obtidas para as curvas de Fen associada a
L-tirosina e L-triptofano isoladamente e para aquela
preparada com uma mistura destes trés aminodcidos,
ndo diferiram daquelas observadas para Fen na auséncia
destes compostos (Figura 7). Tais resultados indicaram
a seletividade do método, confirmando a capacidade de
determinar o analito em estudo na presenga de outros
compostos de comportamento similar.

Tabela 3. Comparacdes entre asintersecdes e inclinacdes
das curvas usual e em matriz para Fen

Estatistica Curva Usual
Intersecdo
t 1,714
citrico 21093
p p > 0,05
Inclinacao
i 3,237
citrico 2,093
p p < 0,05

t, = estatistica t para contrastes entre intersecdes, t . = valor critico
tabelado, t, = estatistica t para contrastes entre inclinacées, p =

significancia.
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= Exatidao, precisao e limites

O teste de Grubbs nao indicou presenca de outliers (p > 0,05)
entre os resultados de recuperac¢do obtidos para as doze
replicatas de amostra analisadas no nivel de concentragao
estudado. Os valores estimados para G, foram 0,945 e 1,848,
para a menor e maior recuperagao, respectivamente, com
valor critico de 2,285. O valor estimado para G, foi de 2,79,
com valor tabelado de 3,91. Para G, os valores estimados
para as duas menores e para as duas maiores recuperagoes,

respectivamente de 0,1933 e 0,5910, também foram inferiores
ao valor tabelado de 0,7004.

Os valores individuais de recuperagao variaram de
81 % a 118 %. O perfil destes resultados de recuperagao in-
dividuais nos quatro diferentes ensaios pode ser observado
na Figura 8. A média de recuperagao alcancada para as
doze replicatas de amostra contendo 354 mg/100g de Fen
em farinha de trigo foi de 94 %, atendendo aos critérios
estabelecidos de 80 % a 110 % (EC, 2002). Estes resultados
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Figura 7. Espectros obtidos para as solucdes de 0,035 mg/mL utilizadas no estudo de seletividade, sendo: A = solucao de L-tirosina, B = solucdo de
L-triptofano, C = solucdo combinada de Fen e L-tirosina, D = solucao combinada de Fen e L-triptofano, E = solucao pool de Fen, L-tirosina e L-triptofano,

e F = solucao de Fen.
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indicaram que a recupera¢io do método é adequada e que
0 mesmo nao ¢ inexato no nivel de estudado.

Os residuos, obtidos pela diferenga entre a
recupera¢dao média e os valores individuais de recuperacao
obtidos em cada dia, apresentaram distribui¢ao normal,
com coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner de 0,9742
(p > 0,10), e homoscedasticidade, com estatistica F, de
0,183 (p > 0,05), permitindo a estimativa de DPR e DPR,,
por andlise de variancia.

Os valores de DPR e DPR,, estimados por andlise
de variancia, foram 11 % e 15 %, respectivamente,
sinalizando a precisao do método.

O limite de detecc¢do tedrico foi de 63 mg/100g,
enquanto que o de quantificagdo foi de 175 mg/100g.
Estes limites foram, provavelmente, subestimados, uma
vez que os experimentos foram conduzidos com branco
de reagentes. De qualquer forma, a faixa de valida¢ao
do método encontra-se acima destes valores, ou seja, de
251 mg/100g a 877 mg/100g de Fen em farinha de trigo.

CONCLUSAO

Linearidade foi determinada, com efeitos de matriz
significativos, em uma faixa de concentra¢ao compativel
com os niveis usualmente reportados para Fen em
farinha de trigo. Comprovou-se seletividade, recuperagao
e precisio do método, com limites de deteccdo e
quantifica¢do tedricos suficientes para determinagdo
do analito. Os parametros de desempenho estudados
indicaram adequacio do método para o propdsito de
monitoramento dos teores de Fen em farinha de trigo.

180 T - - - - - -
- X
2 X
o
l§100 X 8
s
% X X
70 T T T T
0 1 2 3 4
Ensaio

Figura 8. Porcentagens de recuperac¢ao individuais obtidas para as doze
replicatas de amostra (contendo 354 mg/100g de Fen em farinha de
trigo), analisadas em quatro ensaios, sob condices de repetitividade e
reprodutibilidade parcial.
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RESUMO

O comércio de alimentos para praticantes de atividade fisica, incluindo os repositores hidroeletroliticos (RHE),
estd em expansio, necessitando de fiscalizagdo sobre sua composi¢do e rotulagem nutricional. Este trabalho
objetivou avaliar os rétulos de RHE nacionais prontos para consumo, comercializados em hipermercados de Belo
Horizonte (MG) e de Campinas (SP), analisando sua conformidade em relagao as legislagdes vigentes do Brasil.
Foram determinados os teores de sddio e potassio por espectrometria de emissao e de cloreto pelo método de Mohr,
em 44 amostras de RHE de 4 marcas. Todas as marcas apresentaram informacio insuficiente, infringindo a RDC
259/2003 e auséncia da indicagdo quantitativa do contetdo liquido em cor contrastante, contrapondo a Portaria
157/2002. Os rétulos ilegiveis das marcas C e D apresentaram nio conformidade as Portarias 222/98 e 29/98,
respectivamente. Houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o teor de pelo menos um eletrélito
calculado e o valor declarado no rétulo, sendo que em 61,4% das amostras o teor mensurado diferiu em +20% do
valor rotulado, ndo satisfazendo assim a RDC 360/2003 da ANVISA. Os teores dos eletrélitos variaram entre 33,3-
102,7 mg/200mL para sédio; 21,6-101,4 mg/200mL para potdssio e 49,8-125,12 mg/200mL para cloreto, valores que
podem contribuir para hiponatremia. Concluiu ser necessaria revisao das formulagdes e rétulos pelos fabricantes,
assim como a fiscalizacdo pelos drgaos competentes, visando garantir a funcionalidade dos RHE.

Palavras-chave.sédio, hidratagao, exercicio, rotulagem nutricional.

ABSTRACT

The food market for special products for individuals who practice physical activity, including carbohydrate-
electrolyte beverages (RHE), is growing and inspection is required about its chemical composition and nutritional
labels. This study evaluated labels of RHE ready for consumption, commercialized in supermarkets of Belo Horizonte
(MG) and Campinas (SP), and analyzed their compliance to Brazilian regulations. Sodium and potassium contents
were determined in laboratory by emission spectrometry, as well as chloride contents by the Mohr method in 44 samples
of 4 different brands. All brands were in disagreement with the Brazilian legislation regarding labeling. A difference
(p<0.05) between the amount observed of at least one electrolyte and the amount declared in the label was found,
where 61% of them exceeded the labeled value in £20%. The concentration ranges (mg/200mL) of the electrolytes in
the samples studied were: Na (33,3 to 102,7), K (21,6 to 101,4) and CI (49,8 to 125,12), values that can contribute to
hyponatremia. It was concluded that manufacturers should review their product formulation and labels and that the
inspection by competent agencies should be more severe, so that the RHEs can have their function preserved.

Key words. sodium, hydration, exercise, nutritional label
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INTRODUCAO

O calor corporal resultante do exercicio fisico resulta
em perda hidrica influenciada, entre outros fatores, pela
temperatura e a umidade do ambiente?. O aumento na
temperatura corporal resulta em eleva¢do da sudorese
evitando o acumulo de calor no organismo, podendo
variar entre 0,8-2,0L/hora a perda de dgua’, devendo ser
evitadas perdas superiores a 2% do peso corporal*. Os
efeitos fisioldgicos da desidrata¢do induzida pelo exercicio
tém sido alvo de diversos estudos que comparam os efeitos
da reposicao parcial, total e da ndo reposi¢ao das perdas
hidricas nas respostas fisiol6gicas>°. A desidratacao
pode ser prevenida com ingestao similar a taxa de perda
de liquidos**” podendo ser feita mediante o consumo de
bebidas carbonatadas contendo eletrélitos, em especial o
s6dio e o potdssio”®.

Todavia, o limiar entre o estado hidratado e o
desidratado é muito estreito, o que justifica o fato da
desidrata¢ao ser comumente observada em desportistas™*.
Tem sido relatado que durante o exercicio os atletas nao
bebem voluntariamente dgua em quantidade suficiente
para prevenir a desidratagao®. O uso de bebidas contendo
carboidratos e eletrdlitos faz parte das estratégias que
visam a hidratacao do atleta'’.

No Brasil, o comércio de alimentos para prati-
cantes de atividades fisicas, incluindo os repositores
hidroeletroliticos, estd em expansdo’. Por este motivo,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabeleceu normas para a rotulagem destes produtos'’,
as quais juntamente com as normas gerais de rotulagem
de alimentos determinadas por esta mesma Agéncia e
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢ao
e Qualidade Industrial (INMETRO), normatizam o
comércio de alimentos no pais'®'s.

Este estudo objetivou avaliar a conformidade
da rotulagem de repositores hidroeletroliticos nacionais
prontos para consumo, dispostos a venda em duas
metrépoles brasileiras, em relacao as legislagdes vigentes
no Brasil, bem como determinar quimicamente a
composicao eletrolitica destes produtos.

MATERIAL E METODOS

= Amostras
Em consulta no site da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA)", foram identificados 100 produtos
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classificados como “repositores hidroeletroliticos” (RHE),
de fabrica¢do nacional, na forma pronta para o consumo
(fluido), destinados a praticantes de atividades fisicas, com
registro vigente e deferido com data igual ou anterior a
julho de 2007. Nesse més foram coletados aleatoriamente,
em hipermercados das cidades de Belo Horizonte (MG) e
Campinas (SP), dois lotes distintos dos RHE disponiveis.
Estas cidades foram escolhidas por estarem na regiao de
abrangéncia de estudo prévio sobre padrao de consumo
alimentar populacional brasileiro *.

Os rétulos dos produtos encontrados foram
avaliados quanto a conformidade a: Lei 10.674/2003;
Resolugao da Diretiva Colegiada (RDC) de nimeros
340/2002, 259/2002, 359/2003 e 360/200; as Portarias
222/1998, 29/1998 e 27/1998, sendo todas legislacdes
vigentes da Anvisa; e a Portaria 157/2002 do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (INMETRO)!*8,

= Reagentes

Os reagentes e dcido cloridrico e nitrico usados foram de
grau analitico (Merck®). Para a preparagdo das curvas
analiticas foram usados solu¢coes-padrao de referéncia
de 1000 mg L', marca Merck®. A dgua empregada nos
procedimentos foi previamente destilada e deionizada,
resultando em uma dgua com resistividade igual 18,2
MQ cm™.

Todas as vidrarias foram previamente desconta-
minadas por imersao em solucao de dcido nitrico a 50%
(v/v) por 24 horas, seguida de enxdgue com dgua destilada
e deionizada.

= Métodos analiticos

Determinagdo de Sédio e Potdssio*

Uma aliquota de 5,00 mL do RHE foi transferida para
um balao volumétrico de 25,00 mL, seguido da adi¢ao de
5,0 mL de acido cloridrico concentrado, grau analitico. A
mistura foi mantida em agitagao por 2 horas usando um
agitador mecanico orbital e posteriormente, completou-
se o volume do baldao volumétrico com dgua destilada e
deionizada. Dois brancos foram preparados da mesma
forma omitindo-se a amostra.

Para a quantificacao dos teores de Na e K
presente nos RHE foi usado um espectrometro de
emissdo com fonte de plasma de argonio indutivamente
acoplado (ICP OES), com detec¢dao simultanea e visao
radial, modelo Baird ICP 2000 (Massachusetts, USA). As
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determinagdes foram feitas em triplicata e as condi¢des
Otimas para determina¢do dos minerais estdo descritas
na Tabela 1.

Tabela 1. Condicoes de operacdo do ICP OES com
configuracdo radial usadas nas determinacdes dos
elementos minerais Na e K presentes nas amostras de
isoténicos.

R Condicao de
Parametro ~
operacao
Poténcia do plasma (kW) 0,90
Gerador de radio — frequiéncia (MHz) 40,00
Gés refrigerante (Ar) (L min") 15,00
Gas auxiliar (Ar) (L min") 1,50
Vazdo de amostra (L min™) 2,55
Altura de observacao vertical (mm) 19,00*
Pressao do nebuliador (bar) 3,00
Na (nm) 589,59
Comprimento de onda
K (nm) 766,49
Na (mg L") 10 a 250
Curva analitica
K (mg L") 2ab50

*Acima da bobina de inducao.

Garantia da qualidade analitica

A precisao do método usado para a determinagao de Na
e K foi avaliada pelo coeficiente de variagao (%) para as
cinco repeticdes analiticas e foi de 1 % tanto para o Na
quanto para o K indicando alta homogeneidade entre as
repeti¢oes. A exatidao do método foi avaliada através de
ensaio de recuperacao de padrao de concentracdo de Na
e K presente numa amostra de RHE foi de 101 % e 93%,
respectivamente.

Determinagdo de cloreto®

A determinagao de cloreto presente nos RHE foi realizada
segundo o método de Mohr*. Uma aliquota de 5,00 mL
da amostra foi titulada com solugdo padrio de nitrato de

prata 0,1 neq L' padronizada como indicador solugao
de cromato de potéssio de 5% (p/v) e o ponto final da
titulagao foi aquele onde a primeira coloragdo castanha
foi persistente por 30 segundos. As determinagoes foram
realizadas em triplicata. Quando necessério foi feito a
ajuste do pH para a faixa de 6,5 a 9 com solugdes 0,1 M
de hidréxido de sédio e bicarbonato de sédio.

Estatistica
Com os teores dos eletroélitos (Na, K, Cl) mensurados em
cada amostra foram calculados a média e o desvio padrao
no programa Microsoft” Excel® 2008 for Mac (versdo
12.1.7). Foi avaliada a normalidade dos dados pelo método
Shapiro Wilk W considerando a distribuigao normal
quando p>0,05. As médias dos dados de cada eletrdlito,
por sabor e marca, foram comparadas com os declarados
em rétulos. Posteriormente foi verificada a existéncia de
diferencas estatisticas entre elas por andlise de varidncia
(ANOVA) e, quando diferencas acusadas, o teste de Tukey
foi aplicado para avaliar diferencas entre as médias,
calculando-se a minima diferenca significativa (dms).
Também foi calculado o coeficiente de variagao
(cv) dos valores dos eletrélitos mensurados em cada lote
de igual marca e sabor visando avaliar homogeneidade
do contetido de cada composto por produto, sendo
considerado homogéneo o produto cujo cv entre os dos
lotes avaliados fosse inferior a 10%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos supermercados visitados foram identificados a venda
22 sabores de RHE de 4 marcas distintas, totalizando 44
amostras. Embora os nomes das marcas nao possam
ser revelados, é possivel dizer que todas as 4 marcas
encontradas s3o tradicionais e com propaganda de seus
produtos veiculadas em cadeia nacional. As marcas
codificadas (A, B, C, D) e seus respectivos produtos estdao
descritos a seguir na Tabela 2.

Independentemente da marca e do sabor, todos
os produtos analisados estavam adequados nas seguintes
legislagoes: Lei federal 10.674/200317; Portaria 27/199811;
Resolugdao RDC 340/200213 e Resolu¢ao RDC 359/200314,
todas expedidas pela ANVISA (Figura 1). Estas legislagoes
versam respectivamente sobre a obrigatoriedade de produ-
tos alimenticios comerciais informarem sobre a presenca
de gluten, regulamenta as declaragoes relacionadas
ao conteido de nutrientes (informagao nutricional
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complementar), obriga o fabricante declarar a presenca
do corante tartrazina (INS 102) por extenso na lista
de ingredientes e estabelece as por¢des de alimentos
embalados para fins de rotulagem nutricional.

Tabela 2. Identificacdo das 44 amostras de repositores
hidroeletroliticos analisados.

Amostras
Marcas
n=44 Sabores
acai/guarand, framboesa, frutas
A 18 citricas, laranja, limao, maracuja,
péssego, tangerina, uva.

abacaxi, laranja, limao, maracuja,

B 12 .
tangerina, uva.
C 12 abacaxi, 4gua de coco, limao,
maracuja, tangerina, uva verde.
D 2 limao.
14 7
13 4 B\ arca D
12 W farca C
211 1
gm ! OMarca B
"3' 91 OMarca A
£ 8
35
E 4
R
= 2 4
N | ||
0
S Ed ES o g Z g 2 S o
& g S £E .8 8§ s Egs
EE O E % 0¥ s % g E7
&~ = £ = = = =

Figura 1. Quantidade de inadequacdes encontradas em repositores
hidroeletroliticos nacionais em relacdo as legislagdes consultadas, segundo
as marcas dos produtos.

Por outro lado, todos os produtos infringiram, no
minimo em um item, alguma das seguintes legisla¢oes:
Portaria 29/1998'? € 222/1998', Resolu¢ao RDC 259/2002"
e RDC 360/2003'* da ANVISA, e a Portaria do INMETRO
157/2002". A legislagao mais infringida foi a Resolugao
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RDC 259/2002" da Anvisa, com um total 13 infragdes,
seguida pela Resolugao RDC 360/2003' do mesmo 6rgao,
com um total de 5 infra¢des (Figura 1, Tabela 3).

Com respeito a Portaria 222/1998'° da ANVISA, os
produtos infringiram o item 9.1.2.3 por nao apresentarem
em destaque a informacdo “Recomenda-se que os
portadores de enfermidades consultem um médico e ou
nutricionista, antes de consumir este produto” (Tabela
3). Todavia, é importante destacar que todos os produtos
atenderam esta Portaria no item 4.3.1, o qual define fatores
especificos dos repositores hidroeletroliticos relativos
a poder opcionalmente conter potdssio, vitaminas e
ou outros minerais, além de apresentar concentragoes
variadas de sddio, cloreto e carboidratos.

Dentre as marcas, a D foi a que mais apresentou
itens em descumprimento, com um total de oito nao-
conformidades. A marca C apresentou seis itens nao
conformes em quatro legislacoes distintas. As marcas A
e B apresentaram igualmente desconformidade em cinco
itens, infringindo trés das legislagdes consultadas (Figura
1, Tabela 3).

Cabe mencionar que a marca D foi a dnica que
comercializou os RHE em lata de aluminio, tendo o rétulo
impresso no préprio corpo da embalagem. Nas demais
marcas as bebidas foram encontradas embaladas em
frascos plasticos com rétulos de papel ou de plastico.

Foi constatado que alguns produtos apresentavam
auséncia de especificagao do sabor registrado na ANVISA.
Essa situacao foi observada para os sabores limao, abacaxi,
uva verde e tangerina na marca C e, no sabor limao da
marca D. Os demais RHE apresentaram registro individual
por sabor e marca na referida Agéncia.

Uma possivel explicagcdo para a auséncia de
registro especifico de sabor estaria no fato de que no Brasil
alegislagao vigente que versa sobre alimentos e rotulagem
nutricional seja muito genérica e apresente certos pontos
criticos, os quais ainda necessitam de aprimoramento?®.

A composi¢do, temperatura e caracteristicas
sensoriais da bebida esportiva, entre elas o sabor, podem
estimular sua ingestdo pelo individuo, sendo que este
ultimo pode influenciar na composi¢ao centesimal do
produto>7#% indicando a importancia de existirem
vérias op¢oes de sabores de RHE no mercado para
atender o publico alvo, com suas respectivas composicdes
expressas na rotulagem nutricional.

Em se tratando da rotulagem nutricional dos RHE,
¢ importante destacar que a legislagao brasileira, além de
extensa, é muito diversificada’*?, fato que pode, a0 menos
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Tabela 3. Legislacdo de rotulagem consultada, infringida pelos repositores hidroeletroliticos avaliados, segundo a
marca

Portaria 29/1998 "2, ANVISA,

item 8.2.4 c

Nao contém em destaque a informacao “Diabéticos: contém (espe-
cificar o mono e ou dissacarideo)”

Portaria 157/2002 '8,

INMETRO, item 4.1.1 A.B,C.D

Na informacéo nutricional, a indicacdo quantitativa do contetido
liquido em algarismos tamanho inferior ao regulamentado.

RDC 259/2002 '*, ANVISA,
item 4

Informacao obrigatoria escrita com caracteres de tamanho, realce e
visibilidade ndo adequados.

RDC 259/2002 ™, ANVISA,

item 6.6.2 ABC

Falta informacao sobre temperaturas maxima e minima e tempo de
conservacao do produto depois de aberto.

RDC 360/2003 6, ANVISA,
item3.4.1.4

Rotulagem nutricional em lugar pouco visivel, sem caracteres legiveis
nem cores contrastantes.

em parte, contribuir para o elevado teor de inadequagdes
observadas nos produtos (Figura 1, Tabela 3).

Todavia, mesmo com os entraves da legislac¢ao,
a adesao as normas de rotulagem é de fundamental
importancia, visando a prote¢ao do consumidor. As
mensagens dispostas nas embalagens de bebidas, na
forma de imagens ou palavras, sio capazes de transmitir
informagoes subliminares no cérebro, induzindo ao
consumo inconsciente, o que justifica a importancia da
fiscaliza¢do e rigor nas regulamentagdes de rotulagem?.

Entre as informagoes inadequadas veiculadas na
rotulagem, foi verificado no presente estudo que as marcas

A, B e C atribuem ao consumidor dos seus produtos
sensacdes que ndao podem ser demonstradas. Entre elas
se destacaram as seguintes: “Com Marca A vocé vai mais
longe”; marca B ... sem pesar no estomago” e marca C “..
sem provocar sensa¢dao de peso no estomago”. A marca D
mostra ilustragdes duvidosas, que vao desde um homem
em movimento usando terno e falando no celular ao
esportista, fazendo alusao ao uso do RHE nestas situagoes,
além de garantir que o produto “Hidrata e ajuda repor os
sais minerais para o seu dia-a-dia”.

Estas constatagdes apontam para uma situagao
favoravel a auto prescricao de RHE. Estudo recente
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reportou que em Sdo Paulo capital o consumo de
suplementos nutricionais, entre eles de RHE, é feito em
grande escala por auto prescri¢do (42,8%), seguido pela
indica¢ao de treinadores (27,5%). O referido estudo
da destaque as bebidas esportivas, uma vez que estas
representaram o suplemento mais frequentemente
utilizado por frequentadores de academia de Gindstica
em Sao Paulo, SP%.

No presente estudo foi notado que a marca C
descumpriu o item 8.2.4 da portaria 29/1998'2, fato que
pode colocar em risco a satide de consumidores diabéticos,
atletas ou ndo, uma vez que nao especifica a presenca de
mono ou dissacarideos, ou seja, de carboidratos glicémicos
com baixo grau de polimerizacao no RHE.

Inadequag¢des em alimentos destinados a prati-
cantes de atividade fisica também foram encontradas por
Borges e colaboradores’, os quais constataram que muitos
destes produtos comercializados em Goiania (GO, Brasil),
estavam inadequados as legislacdes vigentes da ANVISA
(Portaria 29/1998' e 222/1998'° ¢ RDC 259/2002'*). As
inconformidades detectadas por estes pesquisadores
estavam relacionadas a denominagao de venda, informagoes
obrigatdrias, contetido liquido, lote, prazo de validade, além
do uso de ilustragoes e expressoes proibidas’.

No presente estudo foi notado ainda que todos
os produtos analisados nao atendiam as exigéncias
minimas do Inmetro'® no que tange ao tamanho dos
caracteres alfanuméricos da tabela nutricional, fato que
dificulta a leitura e consequentemente o conhecimento
do contetido de micro e macro nutrientes veiculados pelo
produto. Na marca D este particular foi agravado pela ma
qualidade da impressao dos rétulos nos lotes avaliados
e no uso de cores claras (branco e verde claro), nao
contrastantes entre si, limitando ainda mais a visibilidade
da informagao.

No que tange ao teor dos eletrélitos, das 44
amostras analisadas, apenas 17 (38,6%), continham os
teores dos trés eletrélitos mensurados (Na, K e Cl), dentro
da margem de tolerancia estabelecida pela RDC 360/2003'
da Anvisa (Tabela 4).

Houve variagdes significativas (p<0,05) entre
as quantidades de eletrélitos observadas e os valores
declarados nos rétulos de todas as marcas. Entre os
produtos da marca A, apenas para o teor de potdssio
na bebida sabor péssego ndo apresentou diferenga do
rotulado (p=0,0116). Também na marca A foi notado que
todos os sabores apresentaram coeficientes de varia¢ao
inferiores a 7,5%. Similar resultado foi obtido na marca
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D, produto sabor limao, mas a diferenca encontrada foi
apenas no valor de Na (p=0,012).

Os RHE da marca B apresentaram inadequac¢ao
simultanea nos trés eletrélitos quantificados em todas as
amostras avaliadas (K p=0,004; Na p=0,044; Cl p=0,002).
Nesta marca, os coeficientes de variagdo das bebidas
abacaxi e laranja foram superiores a 13 e 12% para o K
e Na, respectivamente. No caso do RHE sabor laranja,
foi notado coeficiente de variagao elevado para o Cl,
enquanto no sabor uva o Na apresentou coeficiente de
variacao elevado.

Na marca C foi constatado que os sabores tange-
rina e limdo apresentaram diferencas significativas na
quantidade de cloreto quantificada e a rotulada (p=0,042
e p=0,049, respectivamente). No caso do sabor limao, os
coeficientes de variagdao para K e Na foram superiores
a 10%. Ainda na marca C foi verificado que o sabor
uva verde deferiu nos trés eletrélitos quantificados (K
p=0,038; Na p=0,021; CI p=0,043), apresentando si-
multaneamente grande variagdo no teor de sédio entre
os lotes examinados (cv=40,34). O teor de K na bebida
sabor dgua de coco comercializada pela marca C diferiu
do rotulado (p=0,094), sendo que os teores medidos de
Na e cloreto mostraram variagdes superiores a 10% entre
os lotes pesquisados.

Coeficientes de variacdo superiores a 10% podem
indicar processos de produ¢ao com desvios importantes
na etapa de dosagem dos eletrélitos dos produtos. Tal
situagdo foi constatada em diversos produtos, apontando
para a necessidade de aplicagao de técnicas de formulagao
adequadas, visando a padronizag¢do dos valores dentro da
faixa pretendida, de forma a nao comprometer o principal
objetivo do produto em questao.

Adicionalmente, pode ser notado na Tabela 4 que as
discrepéncias entre os teores dos eletrélitos determinados
e os valores rotulados nos RHE, variaram em até 64,45%,
para o s6dio (marca C, uva verde), 71,1% para o potassio
(marca C, dgua de coco) e 62,8% para e cloreto (marca
C, dgua de coco), valores que comprometem a alegagdo
funcional dos produtos.

A preocupagao com os teores dos eletrélitos nos
RHE permeia a funcionalidade hidratante da bebida.
Distturbios hidroeletroliticos podem afetar o esportista,
incluindo a desidratac¢do, hipoidratacio e hiponatremia™®,
podendo ser grave em func¢ao da duragdo e intensidade’’.
Por tanto é indiscutivel a importancia da concordancia
entre o teor rotulado dos eletrdlitos e o dosado em
laboratério, de bebidas esportivas?¥.
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Tabela 4. Conteldo de sédio, potassio e cloreto declarado nos rétulos (R6t) dos repositores hidroeletroliticos (RHE)
avaliados; média e desvio padrdo (DP) dos valores determinados em laboratério*, seguido da respectiva diferenca
percentual em relacdo ao rotulado (Dif R).

RHE Saédio Potassio Cloreto
o marca sabor lote _Média__DP__Rot. DifR _Média DP Rot. DifR _meédia DP Rot. DifR
(mg/200mL) (%) (mg/200mL) (%) (mg/200mL) (%)

1 frutas 1 853 08 90 52| 246 01 24 25 929 39 84 -10,6
2 citricas 2 77,8 05 90 13,5 225 0,1 24 6,3 89,2 1,6 84 -6,2
3 maracuj4 ! 869 06 90 34| 256 06 24 68| 1020 1,1 8 214
4 2 785 0,7 90 12,8 23,1 02 24 38| 1112 32 84 32,4
: wa ! 804 06 90 06| 232 03 24 34| 941 07 84  -120
6 2 793 03 90 11,9 222 02 24 75| 958 43 84 -14,0
7 péssego 1 790 04 90 122 247 05 24 29| 978 42 84 -16,4
8 2 788 02 90 125| 233 04 24 3,1 98,2 05 84 -16,9
9 A limo L 782 04 90 13,1 226 05 24 58| 931 23 84 -10,8
10 2 770 05 90 145 21,8 06 24 93| 1003 1,9 84 -19,4
" laranja 1 775 01 90 13,9 228 02 24 52| 936 24 84 11,4
12 2 773 02 90 14,1 220 05 24 85| 973 1,1 84 -15,8
13 tangerina ! 781 07 90 132 227 04 24 53| 966 1,1 8  -150
14 2 76,8 04 90 14,71 21,7 04 24 95| 946 2,4 84 12,6
15 acai/ ! 793 03 90 119 228 10 24 52| 990 35 8  -179
16 guarana 2 83,2 04 90 7.6 245 1,1 24 21 95,1 2,4 84 13,2
17 framboesa ! 757 08 90 159 21,6 02 24  100| 1060 2,6 8  -262
18 2 82.8 0.7 90 8.0 248 05 24 35| 1005 12 84 -19.6
19 limao ! 1027 05 90  -141| 341 04 24  -420| 1137 1,8 84  -354
20 2 833 12 90 74| 280 06 24  -165| 1015 32 84 20,8
21 laranja 1 101,0 2,8 90 -122| 335 10 24  -395| 1150 1,3 84 -36,9
22 2 843 0,1 90 64| 276 01 24  -149| 971 34 84 -15,6
23 maracuja ! 01,0 014 90  -122| 337 02 24 -403| 1251 16 84  -489
24 B 2 948 03 90 53| 321 04 24  -338| 1092 1,1 84 -30,0
25 abacaxi 1 9,7 0,7 90 75| 327 04 24  -363| 1097 20 84 30,6
26 2 101,9 02 90 -13,2 345 0,6 24  -43,8| 1209 6,7 84 43,9
27 tangerina ! 1009 05 90  -121| 327 06 24 -362| 1207 63 84  -437
28 2 94,1 0,4 90 46| 307 04 24  -281| 1048 50 84 24,8
29 wa ! 772 07 90 142 303 04 24 -260| 978 45 84  -164
30 2 946 05 90 -5,1 299 05 24  -247| 1035 2.8 84 232
31 wa verde ! 333 01 9 649| 243 03 69 648 572 19 121 52,7
32 2 60,0 0,5 61 1,7 410 02 48 14,7| 59,7 2.6 45 32,7
33 tangerina ! 628 03 95 339| 442 07 69 359 545 07 121 55,0
34 2 60,8 04 95 36,0 41,1 04 69 405 565 1,6 121 53,3
35 maracuja ! 61,1 1,1 95 357| 456 07 69  340| 576 24 121 524
36 ¢ 2 637 08 95 329| 461 03 69  333| 1192 3,1 121 1,5
37 limao ! 537 00 61 11,9 403 05 48  160| 498 1,1 45  -107
38 2 629 0,1 61 3,1 47,0 02 48 2,1 56,2 3,0 45 24,9
39 abacaxi ! 643 05 61 55| 471 02 48 20| 572 1,1 45 27,1
40 2 579 03 61 5,2 41,9 06 48 12,6 57,7 0,9 45 28,2
4 agua de 1 51,4 05 48 7,11 1014 1,2 328 69,1| 1190 2,4 320 62,8
42 coco 2 445 0.5 48 73| 9464 10 328 7111 1193 3.0 320 62.7
B b imo ! 516 03 52 08| 240 02 25 38| 699 1,1 48 456
44 2 50,1 02 52 371 241 04 25 34| 645 16 48 34,4

* determinacdes feitas em triplicata.
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Cabe destacar que o rétulo dos dois lotes corres-
pondentes ao sabor uva verde da marca C apresentaram
valores diferentes para o conteido dos eletrélitos
analisados (Tabela 4). Neste produto, o teor de sédio
no lote 1 apresentou 64,9% de diferenca entre o teor de
s6dio rotulado e quantificado, enquanto que o teor cloreto
determinado no lote 2 ultrapassou os 20% da diferenca
permitida com o teor declarado no rétulo.

O cloreto esteve presente em todos os produtos
avaliados, em todas as marcas pelo menos uma amostra
nao esteve conforme com a tolerancia estabelecida
na legislacao vigente'®. O teor de cloreto apresentou
discrepancia de +20% do declarado no rétulo em 56,82%
dos RHE, abrangendo produtos de todas as quatro marcas
incluidas no estudo (Tabela 4).

As concentragoes de Na estiveram inadequadas em
relagao ao rotulado em 11,36% dos RHE, todos da marca
C, nos sabores uva verde, tangerina e maracuja. Na andlise
das concentra¢oes de K foi constatado que a margem de
variagao permitida pela ANVISA foi infringida por 40,9%
dos RHE analisados. Todos os produtos da marca B e 4
produtos da marca C estavam entre os que apresentavam
a referida inadequacao (Tabela 4).

O potéssio e 0 sddio sdo eletrdlitos encontrados no
suor em concentracdes varidveis em fung¢do da intensidade
do exercicio, condi¢des climdticas e composi¢ao corporal,
fato que corrobora para sua inclusao em bebidas
destinadas a praticantes de atividades fisicas®. No que
tange a absorc¢do, hd necessidade simultanea de sodio e
glicose na mucosa do intestino delgado neste processo.
Assim, em liquidos que tenham propdésito de reposicao
hidroeletrolitica é imprescindivel a presenca simultanea
em quantidades adequadas de glicose e sédio’.

No que se refere ao teor adequado, é sabido
que a composi¢ao do RHE deve ter concentragao de
sddio entre 30 e 100 mmol/L, o que corresponde a 138 e
460mg/200mL (mg de sédio por por¢do de consumo do
RHE). As solu¢oes com teores superiores a 100 mmol/L
(460mg/200mL) de s6dio podem até resultar em situa¢des
clinicas de hipernatremia®.

Usando como critério o teor minimo de
s6dio esperado para bebida com fung¢ao de reposicao
hidroeletrolitica, que é de 30mmol/L (138mg/200mL)*,
pode ser verificado que nenhum dos RHE apresentava
esta concentra¢dao na rotulagem ou no teor quantificado
em laboratério (Tabela 4). Desta forma, todos os
RHE analisados apresentavam concentra¢ao de sédio
conducente a hiponatremia.
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Pesquisadores australianos relataram caso de
hiponatremia em paciente que ingeriu RHE comercial.
Nesse estudo foi investigado o teor dos eletrélitos s6dio
e potdssio de trés marcas comerciais de RHE, a saber:
Gastrolyte®, Powerade® e Gatorade®. Os resultados
mostraram os seguintes valores 60, 5 e 18mmol/L de
sodio, e 20, 7 e 3mmol/L de potassio, respectivamente.
Nenhum dos RHE analisados pelos pesquisadores
apresentou o perfil hidroeletrolitico proposto pela OMS,
a saber: 90mmol/L de sédio e 20mmol/L de potassio. Na
anamnese foi constado que o paciente havia tomado a
bebida Powerade®, tendo sido concluido esta ingestao foi
determinante do quadro de hiponatremia apresentado
(s6dio sérico = 124mmol/L)*.

No presente estudo, considerando a concentragao
ideal de sédio e potdssio (Na=90mmol/L ou414mg/200mL
e K=20mmol/L ou 156mg/200mL)¥, foi verificado que
nenhum dos produtos analisados apresentava perfil
eletrolitico condizente para promover a reposi¢ao
hidroeletrolitica alegada na rotulagem dos RHE, seja pelos
teores rotulados ou pelos quantificados (Tabela 4).

A recomendag¢iao da Associagdo Americana de
Dietistas (ADA) é de que abebida hidroeletrolitica apresente
teor de sddio em torno de 50mmol/L ou aproximadamente
200mg/L, salientando que a concentracdo usualmente é
bastante varidvel entre as bebidas comerciais disponiveis'.
Mesmo assim, em nenhum momento a ADA considera
que o teor rotulado dos eletrélitos apresente discrepancia
significativa em rela¢ao ao quantificado.

O presente estudo, embora com a limita¢ao do
numero de marcas envolvidas, permitiu mostrar que a
func¢do da rotulagem dos RHE estd deturpada frente a
quantidade de irregularidades observadas, sendo esta
uma tendéncia constatada em todas as marcas. Fiscalizar
os produtos e empresas ajudaria evitar falhas graves na
informacao nutricional e impedir que o consumidor
tenha acesso ao consumo de produto potencialmente
perigoso a saide.

CONCLUSAO

Os rétulos de repositores hidroeletroliticos, de quatro
marcas distintas comercializados em duas metrépoles
nacionais, apresentam adequag¢des a Lei 10.674/2003,
Portaria 27/98 e RDC 359/2003. Por outro lado, foram
constatadas diversas infragdes em relagao as demais legis-
la¢oes vigentes no Brasil, a saber: Portaria 29/98, Portaria
222/98,RDC 259/2002, RDC 360/2003 e Portaria Inmetro
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157/2002. As marcas A e B apresentaram individualmente
um total de 5 infra¢oes, enquanto as marcas C e D apre-
sentaram 6 e 8 infragoes, respectivamente.

Entre as inadequagoes estao incluidas as discre-
pancias que extrapolam a margem de 20% entre os teores
rotulados e quantificados de sddio, potdssio e cloreto,
fato que pode colocar em risco a satide do consumidor
e a0 mesmo tempo se opde ao proposito alegado pelos
produtos. Outro agravante o constitui as variagdes do
teor dos eletrélitos avaliados entre distintos lotes de
produgdo, apontando para falhas no processo produtivo
das bebidas. A concentra¢ao de sédio e de potdssio,
rotulada e quantificada, em todos os RHE analisados é
favoravel a hiponatremia.

Mais esfor¢os sao necessarios para que as empresas
mantenham a declara¢dao dos nutrientes em concordancia
com o apresentado pelo produto e, neste caso visando que
os RHE tenham sua fun¢ao preservada.
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RESUMO

O consumo de alimentos fora do domicilio vem aumentando no Brasil, podendo expor a riscos sua qualidade
e asaude dos consumidores. Assim, este trabalho avaliou a qualidade fisico-quimica dos alimentos servidos
nos balcdes de restaurantes self-service no municipio de Praia Grande/SP, em 2006. Foram coletadas 154
amostras de alimentos, compreendendo dgua, 6leo de fritura, salada crua e salada de maionese. As analises
realizadas nas amostras de dgua foram odor, cor aparente, turbidez, pH, fluoreto, cloro residual livre e cloro
residual total. Nos 6leos foram analisados em laboratério a acidez e os compostos polares e, no momento
da coleta, a temperatura e a prova denominada “oil test”. Nas saladas cruas foram realizadas anélises
microscopicas e, nas de maionese, andlises sensoriais e macroscopicas. Os resultados obtidos demonstraram
que 52% das amostras de dgua foram reprovadas, principalmente pelo pardmetro fluoreto; nos leos foram
25% de reprovagao; ja nas saladas cruas foi de 90% de aprovagao e nas saladas de maionese 100% foram
aprovadas. Esses resultados demonstram a importancia das boas priticas de fabricagao e manipulagio em
unidades de alimenta¢do e que o monitoramento das preparagdes comercializadas em restaurantes self-
service é de fundamental importancia para garantir a seguridade do alimento fornecido ao consumidor.

Palavras-chave.Vigildncia Sanitaria, Saude Publica, alimentos, andlise fisico-quimica, restaurantes self-
service.

ABSTRACT

The food consumption outside home boundary has been increasing in Brazil, which is a risk factor for
product quality and consumers’ health.. Therefore, the purpose of this study was to evaluate the quality of
foods served in the balconies of self-service restaurants in the Praia Grande city, Sao Paulo State, Brazil, in
2006 year. 154 samples were collected by the Sanitary Vigilance of that city, such as water, frying oil, crude
salad and cooked mayonnaise salad. The analyses in the water were odor, color, turbidity, pH, fluoride,
free residual chlorine and total residual chlorine. In frying oils, acidity, polar compounds, temperature
and “oil test” were investigate. In the crude salad was analyzed microscopically, and finally in the cooked
mayonnaise salad was done sensorial analyses and macroscopic. All samples were analyzed in Adolfo Lutz
Institute Regional Laboratory of Santos city. The results had demonstrated that 52% of the water samples
were inappropriate, specially fluoride parameter; in oils 25% were inappropriate, in the crude salad was
90% of approval and in the cooked mayonnaise salad 100% of the samples had been approved. These results
demonstrate the importance of a good food practices and manipulation in restaurants and the importance
of an intensive plan to guarantee the quality control of the preparations commercialized in self-service and
the security of the food that is supplied to consumer.

Key words. Sanitary Vigilance, Public Health, food, phisical-chemical analysis, self-service restaurant.
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INTRODUCAO

No Brasil visualiza-se uma tendéncia de crescimento no
numero de refeicdes realizadas fora do domicilio. Em
média, a populagdo brasileira gasta 25% das despesas
alimentares em consumo fora de casa, de acordo com
a Pesquisa de Or¢amento Familiar (POF) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica e da Associagdo
Brasileira de Bares e Restaurante'.

Com o crescimento desses servi¢os, observa-se
que os alimentos ficam mais expostos a uma série de
perigos associados a préticas incorretas de manipulagao
e processamento que levam a alteragoes fisico-quimicas
dos mesmos. Nesse sentido, os operadores que atuam na
preparacao das refei¢oes sao fundamentais na prevengao
das doengas de origem alimentar para a populagao que
se alimenta fora do domicilio®”.

A seguranca sanitdria dos alimentos ofertados
para consumo da populagao é um dos desafios da Satide
Publica. A produgao de refeicdes envolve um conjunto de
ferramentas para a garantia da qualidade e seguranca. A
deteccdo e rapida corre¢do de falhas no processamento dos
alimentos, bem como a ado¢ao de medidas preventivas,
sdo hoje a principal estratégia para o controle de qualidade
desses produtos®.

Para a prevengao das doengas de origem alimentar
sao preconizadas a educacao e a formagao dos operadores
que trabalham em servigos de alimentacao, pois se considera
primordial a incorporagdo de préticas voltadas para o
controle de qualidade e a seguranca do alimento®.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(Anvisa), vinculada ao Ministério da Saude, exerce um
papel importante na drea de alimentos, pois compreende
nao sé a¢des de fiscalizacdo, como também orientando e
informando produtores e consumidores”.

Ao longo dos anos, diversas medidas tém sido
regulamentadas a fim de garantir a qualidade dos ali-
mentos, desde regulamentos técnicos especificos até
normas de carater geral, aplicdveis a todo tipo de produtos
alimenticios®. A Anvisa, no conjunto de suas a¢des de
controle na drea de alimentos, tem um programa de
Capacita¢ao de Recursos Humanos em Sistemas Modernos
de Inspe¢ao Sanitdria.

Suas agdes visam: 1) avaliar as praticas adotadas
pelos estabelecimentos produtores e prestadores de
servigos da drea de alimentos e de alimentagao; 2) intervir
nas situacoes de risco de contaminagdes por perigos
quimicos, fisicos ou bioldgicos, ou em casos de riscos
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de possiveis agravos pelos alimentos colocados para
consumo. Essas a¢cdes devem ser colocadas em pratica
pela vigilancia sanitaria dos municipios para melhorar a
qualidade dos alimentos servidos®.

Nesse contexto, os municipios com voca¢ao
turistica merecem aten¢ao especial visto que, além da
populacio fixa, recebem um grande ntimero de visitantes.
E o caso de Praia Grande, no Estado de Sdo Paulo, uma
estancia balnedria, com mais de 230.000 habitantes’,
que chega a receber um milhao de turistas na época de
veraneio, os quais usufruem dos alimentos oferecidos
pelos restaurantes do tipo self-service.

A Secretaria da Satde Publica do citado municipio
realizou, em 2006, 0 Programa da Qualidade dos Alimentos
em Self-service, em parceria com o Laboratério Regional de
Santos do Instituto Adolfo Lutz (IAL), com o objetivo de
identificar possiveis riscos de infec¢ao alimentar e orientar
os responsaveis pelos estabelecimentos®.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as con-
digdes fisico-quimicas dos seguintes alimentos comer-
cializados em restaurantes self-service do municipio de
Praia Grande, Estado de Sao Paulo, envolvidos no referido
programa: d4gua de abastecimento publico, 6leo de fritura,
salada crua e salada cozida de maionese.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Praia Grande,
Sao Paulo, no ano de 2006. Foram coletadas pela equipe
da Vigilancia Sanitaria do Municipio de Praia Grande,
no total, 154 amostras, assim distribuidas: 44 de dgua de
abastecimento publico, 44 de dleo de fritura, 41 de salada
crua e saladas cozidas de maionese. A coleta foi realizada
no periodo de 03 de junho de 2006 a 18 de dezembro de
2006, correspondendo a 25 semanas.

Antes das tomadas das amostras foi feita uma
avalia¢do das condic¢des de higiene do local, em especial da
manuten¢ao da caixa d’dgua, verificagao do procedimento
empregado no processo de fritura em cada estabelecimento,
presenca de insetos e roedores e higiene na manipulagio
dos alimentos.

Os estabelecimentos foram selecionados segundo
o planejamento de visitas periddicas elaboradas pelos dois
6rgaos publicos envolvidos.

Todas as analises laboratoriais foram efetuadas
na Se¢do de Bromatologia e Quimica do Laboratério
Regional de Santos do IAL.
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Quarenta e quatro amostras de dgua de abaste-
cimento publico foram coletadas em recipientes plasticos,
transparentes e estéreis. As analises foram realizadas
logo apds a chegada das amostras no laboratério quanto
aos seguintes parametros: odor, cor aparente, turbidez,
fluoreto, cloro residual livre (CRL), cloro residual total
(CRT) e pH.

Quarenta e quatro amostras de 6leo foram obtidas
no momento da fritura nos restaurantes self-service
visitados, e guardadas em frascos pldsticos escuros, com
tampa, para evitar sua oxidagao. As amostras foram
conservadas em freezers até o inicio das andlises.

Nas amostras de 6leo foi medida, durante a fritura,
a temperatura e realizada a prova denominada “Oil test”
e, em laboratdrio, os teores de acidez, em 4cido oléico e
compostos polares.

Quarenta e uma amostras de salada crua foram
coletadas em recipientes de aluminio lacrados e conservadas
na geladeira até o momento das andlises microscépicas
para verificar presenca de larvas e parasitas.

Vinte e cinco amostras de salada cozida de
maionese também foram acondicionadas em recipientes
de aluminio lacrados e conservados na geladeira até o
momento das analises. Foram realizadas analises sensoriais
e macroscOpicas para pesquisa de parasitas, larvas e
sujidades.

Asandlises realizadas no 6leo e na 4gua basearam-se
nos “Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos™ e
em manuais do aparelho para determinagao de compostos
polares e polimeros conhecido como “Fri-check” e dos kits
utilizados na prova do “Oil test”, com escala de 4 cores e
respectivas interpretacdes, a saber: azul escuro (bom); azul
claro (regular); marrom (trocar); verde (péssimo).

As andlises micro e macroscopica foram efetuadas
segundo a metodologia descrita por Dimov' e as analises
sensoriais, de acordo com Rodas'!.

Ressalte-se que, no mesmo programa, também
foram realizadas andlises microbioldgicas das amostras de
agua e alimentos, a serem descritas em outro trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, de um total de 154
amostras, 116 (75,3%) foram aprovadas e 38 (24,7%)
reprovadas (Tabela 1).

A Figura 1 apresenta os dados obtidos para as
amostras de dgua de abastecimento publico. Com base
nos limites estabelecidos pela Portaria n° 518/2004, do
Ministério da Saude, 11 (25%) estavam em desacordo
com rela¢do a pelo menos um ensaio'>.

Os pardmetros fisico-quimicos com o maior
numero de amostras reprovadas foram o fluoreto com
5 amostras (11,4%) sendo que a maior parte dessas
condenag¢des foram por valores acima dos limites
estabelecidos pela Portaria n° 518/2004. Seguido do
fluoreto, os pardmetros cloro residual livre e cor aparente
apresentaram 3 reprovagoes (6,8%). O parametro odor
nao foi objetavel, enquanto que a turbidez e o pH exibiram
valores dentro dos limites estabelecidos e recomendados
pela citada Portaria, respectivamente.

Esses resultados gerais das amostras de dgua foram
também observados por Freitas'?, onde a maior parte das
inconformidades foi por fluoreto, seguido de cloro residual
livre. Além disso, é concordante também com os resultados
encontrados por Tavares' na Regido Metropolitana da
Baixada Santista, Estado de Sao Paulo.

Tabela 1. Amostras de alimentos comercializadas em restaurantes self-service do Municipio de Praia Grande/SP — total

e percentual de aprovagao e reprovagao.

Amostras
Agua de abastecimento
Oleo de fritura
Salada crua
Salada cozida de maionese

Total

Total Aprovadas Reprovadas
44 33 (75%) 11 (25%)
44 33 (75%) 11(25%)
41 37 (90,3%) 4(9,7 %)
25 25 (100%) 0 (0%)

154 116 (75,3%) 38 (24,7%)
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Figura 1. Resultados das andlises fisico-quimicas em amostras de dgua
de abastecimento publico coletadas durante o programa.

*Cloro Residual Livre

** Cloro Residual Total

Jé a Figura 2 revela que, do total de 44 amostras
de dleo de fritura coletadas, 33 (75%) foram aprovadas
e 11 (25%) reprovadas, com base nos limites maximos
para acidez, em dcido oléico (0,9%) e compostos polares
(25%) recomendados pelo Informe Técnico n° 11/2004'
e na temperatura maxima estabelecida pela Resolugdo n°
216/2004', ambas da Anvisa.

Dentre os parametros reprovados isoladamente,
a temperatura foi o mais discordante, com 7 amostras
(15,3%). Observou-se que, no momento da coleta, as
fritadeiras utilizadas no processo nao possuiam nenhum
controle de temperatura, o que pode ter contribuido
para este resultado. A seguir, estiveram os compostos
polares com 5 (11,4%) e a acidez, com 3 (6,8%) amostras
insatisfatérias. Com rela¢ao ao “Oil test”, do total de
amostras, 13 foram consideradas boas (29,5%), 20
consideradas regulares (45,5%), 9 deveriam ser trocadas
(20,5%) e 2 se revelaram péssimas (4,5%) de acordo com
a escala do mencionado Kkit.

A andlise de compostos polares é considerada
internacionalmente como uma das principais caracteristicas
de qualidade dos 6leos e gorduras utilizados em frituras,
como ja foi observado por Tavares'’. Apesar da prova de
campo denominada “Oil Test” ser considerada limitada,
ela serviu como indicativo da qualidade do 6leo de fritura
por ser de facil execugao'®.

Tais constatagdes se assemelharam a trabalho
realizado em 2005 com 6leo de fritura coletado em
estabelecimentos e no comércio ambulante da Regido
Metropolitana da Baixada Santista'” e com resultados
obtidos por Ans' em 6leos de frituras utilizados em
lanchonetes e restaurantes.
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Figura 2. Resultados das andlises fisico-quimicas em amostras de éleo de
fritura coletadas durante o programa.

De um total de 41 amostras de salada crua
analisadas, 4 foram reprovadas (10%) e 37 aprovadas
(90%), conforme mostra a Figura 3.

As inconformidades se deram pela presenca de
insetos vivos ou mortos do género Drosophila, segundo
a Resolugdo n° 175/2003 da ANVISA®. A presenca de
insetos do género Aphis sp e de dcaros, larvas de vida
livre e ovos ndo causou reprovagdo, porém a presenca
de todos ou de alguns deles indica md higieniza¢ao da
amostra podendo causar riscos a saide do consumidor
transmitindo doencas parasitarias.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Oliveira e Germano* na Regido Metroplitana de Sao
Paulo. A md higieniza¢do de hortalicas reflete a falta de
qualifica¢ao dos manipuladores de alimentos. Por seu
lado, o0 segmento de restaurantes comerciais necessita
qualificar a gestdo de pessoas nas empresas, para que possa
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Figura 3. Resultados das analises microscopicas das amostras de salada
crua coletadas durante o programa.
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oferecer condi¢des de seguranca alimentar a populagao
consumidora, como também concluiram Cavalli e
Salay*.

Todas as andlises realizadas nas amostras de salada
cozida de maionese foram aprovadas. Os parametros
macroscépicos analisados foram sujidades, parasitas,
larvas, conforme a Resolu¢do n° 175/2003 da ANVISA® e,
caracteristicas sensoriais, de acordo com a norma ABNT
NBR 12806%.

CONCLUSAO

Considerando os resultados deste estudo, fica cada
vez mais evidente a importancia de levantamentos
sistemdticos que tornem efetivo o controle de qualidade
dos alimentos de restaurantes self-service do municipio
de Praia Grande.

As amostras de dgua foram as que apresentaram
maior nimero de condenacdes. Sabendo-se da importancia
de se controlar de modo efetivo o processo de fluoretagao
das dguas de abastecimento, tanto para o sucesso dos
programas de profilaxia de cdrie dental, quanto para a
prevencao da fluorose dentdria, é necessario proceder a
levantamentos periddicos do teor de fltior encontrado nas
dguas de abastecimento publico pois, segundo a literatura
consultada, este pardmetro é o mais discrepante dos
padroes estabelecidos.

Além disso, a cloragao das dguas tratadas deve ser
melhorada para uma efetiva qualidade microbiolégica.

Sabe-se que altera¢des fisico-quimicas nos ali-
mentos implicam a formagao de compostos que podem
trazer implica¢des nutricionais é de fundamental impor-
tancia o monitoramento adequado da qualidade de 6leos e
gorduras empregados no processo de fritura pelos 6rgaos
competentes.

Nas saladas cruas houve um baixo indice de
resultados insatisfatérios, pois o regulamento técnico
brasileiro, por ser abrangente, nao dd amparo legal para
as condenacoes pela presenga de larvas de vida livre,
naturalmente presentes em hortaligas.

O monitoramento das preparagdes comercializadas
em restaurantes self-service é de fundamental importancia
para garantir a seguridade do alimento que é fornecido
ao consumidor. Essas agdes deveriam ser permanentes,
realizadas pelos 6rgaos competentes, e ndo apenas uma
medida realizada em épocas de veraneio ou surtos
alimentares.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a qualidade bacteriolégica de dguas subterrdneas da regido oeste do
Estado de Santa Catarina, onde é comum a utilizacdo de pogos comunitdrios ou particulares. As amostras
foram avaliadas pela técnica de fermenta¢do em tubos multiplos de acordo com a metodologia descrita
no American Public Health Association e segundo a instru¢do normativa 62 de 26 de agosto de 2003, do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. Além disso, foi realizado levantamento de dados por
meio de um questiondrio, cujas questdes foram respondidas pelo responsavel pelo respectivo pogo. Das
212 amostras de dgua analisadas, 161 (75,94%) estavam improprias para o consumo humano, conforme
a Portaria 518/2004 do Ministério da Saide. Apesar dos altos indices de contaminagio bacterioldgica nas
amostras avaliadas, a maioria dos consumidores julga essa dgua de boa qualidade e por isso, apenas 10% dos
usudrios costumam filtrar e 8% fervem a dgua antes do consumo. Portanto, torna-se necessario a adogao
de medidas preventivas e o tratamento das dguas ja comprometidas.

Palavras-chave. gastroenteropatias, pogos , coliformes, microbiologia da dgua.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the bacteriological quality of groundwater in the west region of the State
of Santa Catarina, where it is common the use of private or community wells. The samples were assessed by
Multiple Tube Fermentation technique according to methodology described in the American Public Health
Association guidelines, and in accordance with Federal Decree 62, 26 August 2003 of Brazilian Ministry
of Agriculture and Supply. A data survey was conducted by means a questionnaire which was asked to be
answered by persons responsible for the wells. According to the Decree 518/2004 of the Brazilian Ministry
of Health, of 212 analyzed water samples, 161 (75.94%) unsuitable for human consumption, as high rates
of bacterial contamination were detected. Despite high levels of bacterial contamination in samples, the
majority of consumers consider this water of good quality and, therefore only 10% of the consumers used
to filter the water and 8% had the habit in boiling it before consumption. Urgent preventive actions should
be provided in order to improve the quality of these well-waters, and also to set the adequate treatment of
water in contaminated wells.

Key words. gastrointestinal diseases, wells, coliforms, water microbiology.
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INTRODUCAO

A qualidade bacteriolégica é uma das caracteristicas
mais importantes da 4gua de consumo, principalmente
por que a mesma estd diretamente ligada com doencas
de origem hidrica'. Apesar de indispensdvel para a
vida humana, a d4gua pode atuar como um reservatério
de diversos tipos de patdgenos como parasitas,
fungos, virus e bactérias. A transmissao de doengas
infecciosas pela dgua acontece ndao somente em paises
em desenvolvimento devido a escassez de recursos e
métodos para avaliagdao qualitativa e purificagdao, mas
também em paises desenvolvidos onde micro-epidemias
sdo reportadas quase diariamente’.

As dguas subterraneas sao consideradas como
um recurso utilizado por ampla parcela da populagao
brasileira. Em fung¢do do baixo custo e facilidade de
perfuracao a captagao de dgua do aquifero livre, embora
mais vulnerdvel a contaminagdo, é muito utilizada no
Brasil®.

Diversos fatores podem comprometer a qualidade
da dgua subterranea. Destes, destacam-se o destino
final dos esgotos domésticos e industriais em fossas e
tanques sépticos, a disposi¢do inadequada de residuos
s6lidos urbanos e industriais, postos de combustiveis e
de lavagem. Além disso, a modernizagao da agricultura
representa uma das principais fontes de contaminag¢ao
das dguas subterraneas por bactérias, virus patogénicos,
parasitas, substancias organicas e inorgénicas. Em muito
locais o cultivo das lavouras é realizado sem praticas
conservacionistas, com uso intensivo de agrotoxicos e
fertilizantes, podendo contaminar os mananciais de dgua
das propriedades.

Aliado a esses problemas a maioria dos dejetos sao
descartados nos mananciais de dgua. A contaminagao da
agua é aumentada com a destrui¢ao das matas ciliares, com
o uso do solo fora da sua condi¢ao de melhor aptidao e
com manejo inadequado do solo, entre outros. Os dejetos
bovinos e suinos depositados no solo representam risco
de contaminagdo das fontes de dgua, uma vez que esses
animais sao reservatdrios de diversos micro-organismos
indicadores e patogénicos*.

Em decorréncia do fato de que os micro-orga-
nismos patogénicos usualmente aparecem de forma
intermitente e em pequeno nuimero na agua, devem-
se pesquisar outros grupos de micro-organismos que
coexistem com os patogénicos nas fezes. Assim, a presenca
de coliformes fecais na dgua constitui um indicador de
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poluigao fecal, uma vez que sao origindrios do homem e
de animais de sangue quente.

A dgua de consumo humano é um dos importantes
veiculos de enfermidades diarréicas de natureza infecciosa,
o que torna primordial a avaliacao de sua qualidade
microbiolégica. As doengas de veicula¢ao hidrica
sao causadas principalmente por micro-organismos
patogénicos de origem entérica, animal ou humana,
transmitidas basicamente pela rota fecal-oral, ou seja, sao
excretados nas fezes de individuos infectados e ingeridos
na forma de dgua ou alimento contaminado por agua
poluida com fezes®.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a
qualidade bacteriolégica de dguas subterraneas em
propriedades rurais da regiao oeste do Estado de Santa
Catarina buscando identificar as possiveis causas do
elevado nimero de enfermidades gastrointestinais.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 212 amostras de dguas subterraneas
provenientes de diversas propriedades rurais situadas
na regido Oeste do Estado de Santa Catarina. Destas,
86 foram provenientes de pocos com profundidade
acima de 80 m e 126 de fontes superficiais (mdximo
30 m de profundidade). Para coleta utilizou-se um
recipiente estéril, o qual foi identificado e transportado
ao laboratério, sob refrigera¢ao, num periodo maximo
de 12 horas.

As analises microbioldgicas foram realizadas
conforme a metodologia prescrita pela APHA (1998),
segundo Instru¢do Normativa 62 de 26 de agosto de 2003,
do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento®.
Foram realizados os seguintes exames: presuntivo
para coliformes, confirmativo para coliformes totais,
confirmativo para coliformes termotolerantes. A partir
da combina¢ao de nimeros correspondentes aos tubos
que apresentaram resultado positivo, foi verificado o
Numero Mais Provével de acordo com a tabela de NMP
conforme os procedimentos basicos de contagem. O valor
obtido foi expresso em NMP/100 mL. A contagem total de
heterotréficos foi avaliada por semeadura de superficie em
Agar Padrao para Contagem (PCA) sendo os resultados
expressos em UFC/mL.

Além disso, foi aplicado um questiondrio com os
responsdveis por cada po¢o, no momento da coleta, no
intuito de verificar sua opinido em rela¢ao a qualidade
microbiologia da dgua que eles utilizam.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que 161 (75,94%) amostras
de dgua dos 212 pogos avaliados foram improprias para o
consumo humano, conforme os padroes bacterioldgicos
estabelecidos pela portaria 518/2004 do Ministério da Sau-
de®. Além disso, verificou-se que 95,2% (120) das amostras
de dguas superficiais e 45,3% (39) de pogos semi-artesianos
e profundos foram impréprias para o consumo.

Das amostras consideradas impréprias, 153
(95,03%) demonstraram a presenga de coliformes totais,
114 (70,81%) contamina¢ao por coliformes termotole-
rantes e 68 (42,24%) apresentaram contamina¢dao com
mais de 500 unidades formadoras de coldnias de orga-
nismos heterotréficos/mL.

As amostras impréprias para o consumo
apresentaram uma média de NMP 354,8/100 mL de
coliformes totais, 159/100 mL de termotolerantes e 1726
UFC/mL de heteretroéficos.

A presenca de coliformes verificada nas dguas
dos pogos avaliados torna essas nao potaveis, segundo o
Ministério da Satude®. Desse modo, o elevado ntimero de
amostras com contaminac¢io bacterioldgica é preocupante,
uma vez que pode gerar enfermidades de veiculagao
hidrica. Resultados semelhantes foram observados em um
estudo realizado na faixa de Gaza, onde a dgua distribuida
para a populacio estava deteriorada, contribuindo para
o surgimento de doengas'. No Brasil, a 4gua consumida
pela populagao do distrito do Sana, Macaé, R], foi avaliada,
sendo que os resultados indicaram baixa qualidade
microbioldgica dessas amostras’.

A presenca de coliformes totais foi observada em
95% das amostras e coliformes termotolerantes foram
isolados de 70,8%. Esses resultados estao de acordo aos
encontrados por Silva & Aradjo’, que demonstraram
contaminagao por coliformes totais em 90,8% das amostras
e coliformes termotolerantes em 65,8%. J4 em relagao a
presenca de mais de 500 unidades formadoras de colonias
de organismos heterotréficos/mL nossos resultados foram
diferentes desses autores, que encontraram tais organismos
em 74,1% das amostras analisadas. Na faixa de Gaza a
percentagem de coliformes totais e termotolerantes variou
de 6220% e de 2 a 12% respectivamente, conforme o local
de captagdo e época do ano'. Na Ucrania foi realizado
um estudo avaliando a qualidade microbioldgica de
aproximadamente 1750 amostras de dguas para consumo
humano. Os autores encontraram a presenca de coliformes
totais em 41% das amostras e coliformes fecais em 30%?°.

Na regiao do extremo oeste catarinense a
contaminag¢do microbioldgica das dguas é preocupante,
pois em 2005 foi registrado um porcentual de 54,7% e em
2006 de 56,7% de amostras impréprias para 0 consumo
humano’.

Em relagao aos pogos avaliados observou-se
que aproximadamente 60% apresentavam mata ciliar e/
ou reflorestamento em seu entorno, porém em darea menor
do que a estabelecida pela instrucao normativa 13 de 2009',
que estabelece que a zona de prote¢ao imediata deva abranger
um raio de 15 metros em drea rural, se possivel a partir de sua
captacio, cujo local deve ser cercado, impedindo a entrada de
pessoas alheias, animais ou quaisquer poluentes, o que nao foi
observado em nenhum dos mananciais analisados.

Em 50% foi observado o cultivo de lavoura e/
ou pastagens e menos de 10% apresentavam fossas nas
proximidades. Além disso, observou-se que aproxi-
madamente 80% dos pogos apresentavam tampa e/ou
isolamento da 4rea, entretanto esse isolamento nao era
adequado, conforme especificagoes acima mencionadas.
Essas protecdes inadequadas podem justificar a elevada
contaminagao bacterioldgica encontrada nas amostras.

Torna-se importante destacar que a maioria dos
pocos avaliados neste estudo estavam localizados em
pontos baixos da cidade gerando maior possibilidade de
niveis elevados de contaminacdo. Amaral et al* afirmam
que, nas fontes localizadas nos pontos mais baixos do
terreno (38,1% dos pogos e 77,7% das nascentes) podem-
se verificar diferencas significativas (p<0,05) entre o
numero de micro-organismos obtidos nos periodos de
chuva e estiagem. Essa constatagdo estd relacionada ao
escoamento de dguas superficiais, que entram em contato
com ambientes contaminados, em dire¢do as fontes
situadas nos pontos mais baixos do terreno.

Amr e Yassim'' avaliaram a dgua de pogos e a
agua das redes de comunicag¢des da faixa de Gaza no
periodo 2000 a 2006. Os autores observaram que as dguas
provenientes de ambas as fontes estavam fora dos padroes
exigidos pela Organizacao Mundial da Satide. Contudo, os
niveis de contaminagao foram maiores nas dguas das redes
de comunicagdo, sendo que os autores observaram uma
forte correlagao entre doencas diarréicas e a contaminagao
por coliformes.

De acordo com as entrevistas realizadas na presente
pesquisa, observou-se que a maioria dos consumidores
(80,75%) de dguas subterraneas as julgam de boa qualidade,
considerando desnecessarios os procedimentos de filtragem
ou fervura para elimina¢dao de micro-organismos (Tabela
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1). Além disso, aproximadamente 30% dos entrevistados
afirmaram ter conhecimentos sobre os coliformes. Torna-se
importante destacar que das amostras analisadas, 75,94%
estavam impréprias para consumo (Ministério da Sadde,
2004)°. Estes dados sdo semelhantes aos de Amaral et al*, os
quais observaram que 100% das pessoas que foram entre-
vistadas consideravam a dgua de boa qualidade, o que justifi-
cava a auséncia de tratamento da dgua e 0 pequeno niimero
de pessoas que utilizavam filtros em suas residéncias.

Tabela 1. Resultados obtidos pelo levantamento de
dados.

Opiniao dos Fervem .
. e p Ocorréncia
consumidores: Utilizacao a agua de vémi
, . e vomito
qualidade da  de filtro antes de . .
" . oudiarreia
agua consumir
Boa—-80,75% N&o-90% Nao-92% Nao-86%
Ruim-9,25% Sim-10% Sim-08% Sim- 14%

Além disso, podemos observar neste estudo
que a qualidade da dgua que a populagdo consome
estd ameacada, pois se observaram contagens elevadas
de micro-organismos do grupo coliformes. Essa
contaminagao pode ser associada a diversos fatores, como
acondi¢do elocalizacao dos pogos, sendo que as atividades
que ocorrem nas dreas proximas também podem afetar
a potabilidade da dgua, como por exemplo, dreas que sao
utilizadas para a criacao de animais e plantio agricola,
entre outros fatores que influenciam na contaminagdo
dos mananciais de d4gua. Em sua pesquisa, Amaral et al*
chamam a atengao para o fato de que ao utilizarem esta
dgua contaminada a populagdo corre o risco de sofrer
enfermidades veiculadas pela mesma.

CONCLUSAO

Altos niveis de contaminagao bacterioldgica foram encon-
trados nas dguas dos pogos avaliados. Esse fato pode
ser decorrente de infiltragdes, escoamento superficial,
localizagdo em pontos baixos da cidade, presenca de
lavouras e de criadouros animais préximo as fontes de
agua e protecao inadequada dos pocos.

Foi possivel observar que a maioria da popula¢ao
nao ferve a d4gua e também nao utilizam filtros, e a
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preocupacao se agrava pelo fato de que a maioria considera
a dgua consumida de boa qualidade, despreocupando-se
com os riscos que esta possa oferecer.

Como esses pogos exercem papel vital no
fornecimento de dgua para a popula¢ao, necessita-se
que um trabalho intensivo seja realizado para que se
efetue a vigilancia da qualidade da dgua utilizada e que se
programem ag¢des que visem esclarecer a popula¢do sobre
a possibilidade de transmissao de patégenos pela dgua.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar a freqiiéncia da infec¢ao por Giardia lamblia dentro da
faixa etdria de 0 a 10 anos no municipio de Chapadinha, Maranhao. Os dados coproscépicos apresentados
sdo provenientes do Laboratério Central de Chapadinha, realizados entre janeiro de 2007 e fevereiro de
2008, obtidos a partir da técnica de Hoffmann, Pons e Janer (Sedimenta¢do Espontanea). Foram analisadas
623 amostras, sendo 102 positivas para G. lamblia (16,4%), 376 negativas (60,3%) e 145 (23,2%) positivas
para outros enteroparasitas. Os menores valores de infec¢ao por G. lamblia foram observadas nos individuos
menores de 1 ano (6,8%) e os maiores em criangas de 2 a 6 anos, onde 71,5% dos casos positivos ocorreram
neste intervalo etdrio. A freqiiéncia das infecgdes por outros enteroparasitas aumentaram continuamente,
principalmente ap6s os 4 anos. O padrio de infec¢do em Chapadinha é semelhante ao encontrado em outras
localidades, onde as taxas de infec¢do aumentam com a idade e alcanga um pico e, em seguida, decrescem,
diferindo dos valores progressivos de infec¢do para os outros enteroparasitas.

Palavras-chave.Giardia lamblia, crianga, enteroparasitas, Chapadinha, Maranhao.

ABSTRACT

This work aims at assessing the occurrence of Giardia lamblia infection among children under 10 years old
in the municipality of Chapadinha, Maranhao state, Brazil. The coproscopic data were analyzed between
January 2007 and February 2008 according to the method of Hoffmann, Pons and Janer (Spontaneous
Sedimentation) in the Central Laboratory of Chapadinha. A total of 623 stool samples were analyzed, being
102 positive for G. lamblia (16.4%), 376 negative (60.3%) and 145 (23.2%) positive for other enteroparasites.
The lowest infections by G. lamblia were observed in children under one year old (6.8%) and the highest
in the interval between 2 and 6 years, where 71.5% of the positive cases occurred in this age interval. The
frequency of other enteroparasites increased progressively, mainly in children with more than 4 years. The
Giardia infection pattern observed in Chapadinha is similar to the other localities, where the infection
reaches a level and then decreases afterwards, unlike the other enteroparasitic infections.

Key words. Giardia lamblia, children, enteroparasites, Chapadinha, Maranhao.
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INTRODUCAO

Giardia lamblia (Diplomonadida, Hexamitidae) é um
protozoario flagelado encontrado parasitando o trato
intestinal de aves, répteis e mamiferos, incluindo humanos.
No homem, produz um amplo espectro de sintomas,
variando desde infec¢do assintomética, com absor¢do
normal e auséncia de alteragdes na mucosa do intestino,
até casos sintomaticos, caracterizados por infecgdes
severas acompanhadas de diarreias cronicas e md absor¢ao
intestinal. Os casos assintomdticos desempenham grande
importancia epidemiolégica, pois sao considerados fontes
de infeccdo da doenca através da eliminag¢ao das formas
cisticas infectantes do parasita'.

A infecgao por G. lamblia constitui a enfermidade
entérica de veiculagdo hidrica mais comum nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento?. E uma das infec¢oes
parasitdrias mais comuns em individuos de faixas etarias
inferiores a 10 anos’ e pode resultar em danos futuros aos
individuos infectados, com taxas alteradas de crescimento
e de desenvolvimento infantil*’. No Brasil, a frequéncia
da giardfase em criangas entre 7 e 14 anos ¢ de 28,5%,
mas com variagdo deste valor ao longo do territério
nacional.

Pouco sdo os estudos acerca das parasitoses
intestinais realizados no estado do Maranhao. No
municipio de Chapadinha, segundo um estudo sobre a
frequéncia das parasitoses intestinais?, a maior ocorréncia
de G. lamblia ocorreu em criangas de 0 a 10 anos, sendo
também o enteroparasita mais frequente nesta faixa etdria.
Com o intuito de contribuir ainda mais com os estudos
sobre as enteroparasitoses de Chapadinha, o presente
trabalho tem como objetivo determinar a frequéncia da
infeccao por G. lamblia dentro do grupo etédrio de zeroa 10
anos e a relagdo com outros enteroparasitas encontrados
no municipio.

MATERIAL E METODOS

O municipio de Chapadinha esta localizado na regido
dos cerrados nordestinos maranhenses, a 3°44°17”" Sul e
43°20729” Qeste, no lado oriental do estado, distante cerca
de 230 km da capital Sdo Luis. O municipio possui uma
populacio de 67.649 habitantes e ocupa uma extensao
territorial de 3.447 Km?.

O municipio de Chapadinha tem abastecimento
de dgua tratada, sendo que o abastecimento é proveniente
em sua maior parte da barragem do Itamacaoca e tratada
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na ETA (estacio de tratamento de d4gua). Em Chapadinha
¢ comum a construcdo de pogos artesianos pela populacio,
sendo muitas vezes edificados sem nenhuma infra-
estrutura bdsica, comprometidos pela contaminagao
do solo e dos lengdis freaticos pelas fossas sanitdrias
residenciais. O municipio nao possui rede de captacao de
esgoto e tais fossas geralmente sao arquitetadas préximas
das residéncias sem respeitar as especificacdes técnicas,
como distancia minima de 30 metros da residéncia. Em
muitos bairros periféricos, os esgotos correm a céu aberto
e muitas residéncias ndo possuem banheiro no interior
das mesmas.

Os dados aqui mostrados sdao resultados dos
exames parasitologicos de fezes realizados no Laboratério
Central do municipio de Chapadinha. Este laboratério é
uma ramificagao do Instituto Oswaldo Cruz, localizado
na capital Sdao Luis, para o qual sdo enviados os dados
coprolégicos de todos os municipios do estado. As coletas
dos dados sdo referentes ao periodo entre janeiro de 2007
e fevereiro de 2008. A populagao estudada é representada
por individuos provenientes do municipio de Chapadinha
e de localidades adjacentes.

Nas analises parasitologicas foi utilizada a técnica
de Hoffmann, Pons e Janer (Sedimentag¢ao Espontinea) ou
HPJ para determinar a frequéncia de cistos de G. lamblia,
sendo analisada uma amostra de cada individuo. Os
casos de infec¢ao por Giardia apresentados aqui incluem
os individuos mono, bi e poliparasitados, e tais relagoes
podem ser melhor examinadas em Silva et al.* Os demais
enteroparasitas encontrados em Chapadinha foram:
Entamoeba coli, Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar,
Ascaris lumbricoides, Ancilostomideos, Endolimax nana,
Enterobius vermicularis, lodamoeba butschlii, Strongyloides
stercoralis e Hymenolepis nana *. G. lamblia foi o terceiro
parasita intestinal mais prevalente.

Os dados referentes a idade dos individuos, assim
como os resultados das andlises croposcépicas, estao
postos em livros de registros do referido laboratdrio, dos
quais foram extraidas as informagdes contidas no presente
trabalho. Nas andlises estatisticas foram calculados
intervalos de confianca de 95% para as proporgdes
avaliadas, utilizando-se o programa Epilnfo 6.0, CDC,
Atlanta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 623 amostras referente ao grupo etédrio de zero
a 10 anos foi analisado durante o periodo de estudo, sendo
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102 positivas (16,4%) e 376 negativas (60,3%) para G.
lamblia (Tabela). A ocorréncia de G. lamblia apresentada
aqui é semelhante a outros estudos abordando giardiase
em criangas menores de 10 anos>®’. A frequéncia de
casos positivos no municipio de Chapadinha pode estar
subestimada, pois a elimina¢do das formas infectantes
do parasita por individuos infectados ocorre de maneira
irregular’, sendo necessério, pelo menos, trés exames
alternados para cada paciente no intuito de se obter uma
avaliacao acurada do nivel de infec¢ao por G. lamblia.
Guimardes et al. ® encontraram uma taxa de infec¢ao de
63,3% em creches de Botucatu, Sao Paulo, utilizando as
técnicas da centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco e
HPJ em trés amostras analisadas de cada crianca. Estes
autores relataram ainda que na segunda e na terceira
amostras os resultados foram, respectivamente, de 25,5%
e 8,5%, demonstrando haver varia¢do de taxa de infec¢ao
dependente da ocasido de coleta do material fecal. A taxa
de infec¢ao pode ser subestimada também pelo fato de
que a maioria das infec¢des em criancas é assintomatica,

constituindo-se de infeccdes cripticas e de importancia
epidemioldgica significante.

A sensibilidade da técnica empregada no diagndstico
dos enteroparasitas pode também afetar as taxas de infec¢ao.
Para a detecgdo de cistos de Giardia, costuma-se empregar
o HPJ e o método de Faust. Comparativamente, o HPJ é
menos sensivel do que o método de Faust na pesquisa de
cistos de protozodrios, embora Chaves et al. * e Souza et
al. ' ndo encontraram diferencas entre estas duas técnicas
na detec¢do de cistos de G. lamblia.

As andlises das amostras positivas revelaram que a
menor frequéncia da infec¢do por G. lamblia ocorreu nos
individuos menores de 1 ano, fato este ja observado em
outros inquéritos epidemioldgicos® ' 2. Estes resultados
podem estar relacionados ao fato de que estas criangas
estariam “protegidas” da infec¢do por encontrarem-se
ainda em periodo de amamenta¢ao, como demonstrado
por Costa-Macedo & Rey". Estes autores nao observaram
infec¢ao em criangas alimentadas exclusivamente com
leite materno, diferindo significativamente dos resultados

Tabela 1. Ocorréncia da infeccdo por G. lamblia em criancas de 0 a 10 anos no municipio de Chapadinha, entre

janeiro de 2007 e fevereiro de 2008.

Infeccao : L. Demais = Intervalo de
Demais Amostras Individuos . ~ Infeccao por .
ikl por infeccoes** negativas examinados Ll et Giardia (%) Eeiileli
Giardia* ¢ 9 (%) ° (IC 95%)
<1 1 3 12 16 18,75 6,25 (0,15 - 30,23)
1 6 3 54 63 4,76 9,52 (3,57 — 19,58)
2 14 9 32 55 16,36 25,45 (14,67 — 39,00)
3 12 11 41 64 17,18 18,75 (10,08 — 30,46)
4 22 11 42 75 14,66 29,33 (19,38 -40,97)
5 10 14 30 54 25,92 18,51 (9,25 -31,42)
6 15 20 21 56 35,71 26,78 (15,83 -40,30)
7 7 19 38 64 29,68 10,93 (4,51 -21,24)
8 4 27 37 68 39,70 5,88 (1,62 — 14,38)
9 8 17 39 64 26.56 12,5 (5,55 -23,15)
10 3 11 30 44 25,00 6,81 (1,42 - 18,65)
Total 102 145 376 623 23,3 16,4 (13,55-19,51)

* incluindo os casos mono, bi e poliparasitados.

**Entamoeba coli, Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, Ascaris lumbricoides, Ancilostomideos, Endolimax nana, Enterobius vermicularis,

lodamoeba butschlii, Strongyloides stercoralis e Hymenolepis nana 4.
***Total para demais infeccdes - 23,3% (20 — 26,79).
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com crian¢as da mesma faixa etdria amamentadas
parcialmente ou sem a alimentagao ldctea, onde os
indices de parasitismo por G. lamblia estavam presentes.
A agdo do leite materno sobre protozodrios intestinais
ja foi relatada', supondo que os cuidados parentais e a
amamentacao constituem fatores protetores de infec¢do
parasitdria durante os primeiros meses de vida.

Os maiores valores de infeccao por G. lamblia em
criangas do municipio de Chapadinha ocorreram entre
2 e 6 anos, onde 71,5% dos casos positivos ocorreram
neste intervalo (Tabela 1). Padrdo semelhante das taxas
de infeccao foi observado por varios autores, em que o
parasitismo aumenta de acordo com a idade e alcanga
um pico, geralmente entre 1 e 6 anos, e depois sofre
um declinio>®®'> "2, Em contrapartida, a ocorréncia de
outros parasitas intestinais apresentaram um padrao
tendenciosamente ascendente de acordo com a idade,
com taxas de infeccao menores em criancas de 1 a 4 anos,
fato semelhante ao observado por Morales-Espinoza et
al.’” com a infec¢ao por Entamoeba histolytica, um dos
protozodrios mais frequentes em criangas no municipio de
Chapadinha* e, seguramente, também responsével pelos
valores crescentes das infecgdes por outros enteroparasitas
observados no presente trabalho.

A diminuicdo da ocorréncia da infeccao por
G. lamblia observada em criangas acima dos 6 anos podem
estar relacionadas com o amadurecimento do sistema
imunolégico da crianga e com as mudangas compor-
tamentais geralmente experimentadas pelos individuos
nesta faixa etdria. A resposta imunoldgica deve ter um
papel importante no controle da infec¢do por G. lamblia'®
e, segundo Janoff et al.®, ha um aumento do nivel de anti-
corpos IgM anti-G. lamblia a partir dos dois anos de vida
em individuos infectados, sendo questionada a possibili-
dade desta imunoglobulina exercer algum efeito protetor
contra a infec¢ao por G. lamblia", reduzindo as chances do
aparecimento dos sintomas caracteristicos da giardiase. Os
maiores valores desta imunoglobulina foram encontrados
em criangas entre 1 e 4 anos, coincidindo com as elevadas
taxas de infecgao por G. lamblia nesta faixa etdria®.

Como se sabe, as infec¢des por G. lamblia sao
mais frequentes em criangas e os sintomas da doenca
s6 ocorrem em situagdes fisioldgicas particulares®’. Isto
significa que a crianca, do ponto de vista comportamental,
¢ mais susceptivel a infec¢do. Assim, as mudancas
de comportamento da popula¢ao infantil durante o
crescimento podem explicar a reduc¢ao da ocorréncia da
infec¢ao no grupo etario acima dos 6 anos.
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Conclui-se que a infeccdo por G. lamblia em
criangas menores de 10 anos no municipio de Chapadinha
segue um padrao similar ao encontrado em outras
localidades, onde as taxas de infecgao aumentam de acordo
com a idade e alcanga um pico e, em seguida, decrescem,
diferindo dos valores progressivos de infec¢ao para os
outros enteroparasitas.
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RESUMO

Em vista dos problemas detectados no diagnoéstico de infec¢ao pelos virus linfotrépicos de células T humanas
dos tipos 1 e -2 (HTLV-1 e HTLV-2) em casuistica encaminhada ao Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo, foi
proposto um novo algoritmo de testes laboratoriais que utiliza duas amostras de sangue seqiienciais. Na
primeira o sangue ¢ coletado em tubo seco e feita triagem soroldgica com dois ensaios imunoenzimaticos
(EIAs). Na segunda, o sangue é coletado em tubo contendo o anticoagulante dcido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para a repeticdo dos EIAs e para os testes confirmatérios de Western blot (WB) e reagdo
em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados obtidos com 313 amostras de sangue mostraram ineficiéncia
do algoritmo, pois nos casos EIA reagentes, apenas 25% tiveram uma segunda amostra de sangue coletada
e destas, apenas trés em EDTA. Portanto, ndo foi possivel comparar o desempenho da PCR em relagdo ao
WB. Um algoritmo simples, de coleta tnica de sangue em tubo contendo EDTA foi proposto e vem sendo
utilizado para a triagem e para os testes confirmatdrios.

Palavras-chave.virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1); virus linfotrépico de células T
humanas do tipo 2 (HTLV-2); diagndstico; sorologia; ensaio imunoenzimadtico (EIA); Western blot (WB);
reacdo em cadeia da polimerase (PCR); algoritmo de testes laboratoriais.

ABSTRACT

Taking into account the problems on the human T-cell lymphotropic virus type 1 and 2 (HTLV-1 and
HTLV-2) laboratory diagnosis in samples analyzed at Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, it was proposed a
new algorithm employing two blood samples serially collected. The first serum sample was for serological
screening using two enzyme immunoassays (EIAs), and the second blood sample collected on EDTA was
for retesting EIAs and to confirm HTLV-1/2 infection by Western blot (WB) and polymerase chain reaction
(PCR). The results obtained on 313 blood samples showed inefficiency of this algorithm as only 25% of
EIAs positive samples had a second blood sample collected, and of which the blood were correctly collected
on EDTA from three patients only. No feasible data were achieved to compare the actual performance of
PCRin relation to WB. Thus, we started to use a simple algorithm (one step) for diagnosing HTLV-1/2 on
a single blood sample collected on EDTA for screening and confirmatory assays.

Key words. human T-cell lymphotopic virus type 1 (HTLV-1); human T-cell lymphotopic virus type 2
(HTLV-2); diagnosis; serology; enzyme immunoassay (EIA); Western blot (WB); polymerase chain reaction
(PCR); algorithm tests.
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INTRODUCAO

O diagnéstico de infec¢dao pelos virus linfotrépicos de
células T humanas dos tipos 1 (HTLV-1) e -2 (HTLV-2)
se baseia na pesquisa de anticorpos especificos no
soro ou de segmentos de DNA proviral em células do
sangue periférico. O algoritmo de testes laboratoriais
recomendado pelo Ministério da Saide do Brasil para
HTLV-1 e HTLV-2 difere quando se trata de Laboratérios
de Diagnostico e Unidades de Hemoterapia. No primeiro
caso, o Ministério da Satide recomenda a pesquisa de
anticorpos no soro usando um ensaio imunoenzimatico
(ETA) e em amostras reagentes, a repeticao em duplicata
do EIA antes de submeter o soro ao teste confirmatério
de imunofluorescéncia indireta (IFI) ou Western blot
(WB). Para os Hemocentros, o Ministério da Satide nio
obriga a realizacao de teste confirmatdrio e os doadores
de sangue cujos soros resultaram reagentes no EIA sao
encaminhados a Ambulatérios de Especialidades, para
avaliacdo clinica e confirmac¢do diagndstica'.

Desde novembro de 1998, o Instituto Adolfo Lutz
de Sao Paulo — 6rgao da Coordenadoria de Controle
de Doengas da Secretaria de Estado da Satude de Sao
Paulo (IAL/CCD/SES-SP) vem realizando a sorologia
para HTLV-1/2 em populagao de risco e tem observado
problemas no diagnéstico, principalmente de infec¢ao por
HTLV-2%4. O algoritmo adotado pelo Instituto Adolfo Lutz
difere do recomendado pelo Ministério da Saude, pois
usa dois testes EIA de composi¢ao antigénica e formatos
diferentes na triagem soroldgica. Isto porque nenhum EIA
disponivel no comércio (12, 22 ou 32 geracio) é capaz de
detectar todos os casos verdadeiramente soropositivos para
ainfeccao por HTLVs?. Apesar da melhora na composi¢ao
dos kits ETA que tem aumentado sua sensibilidade e
especificidade, um grande nimero de soros com padrao
indeterminado no teste confirmatério de WB continua
sendo observado’’. No Instituto Adolfo Lutz, cerca de
30% dos soros de populac¢ao de risco apresenta perfil
indeterminado a anélise pelo WB’.

Recentemente, foi proposto um novo algoritmo
de testes laboratoriais para ser usado pelo Instituto Adolfo
Lutz (Figura 1)''. Este algoritmo tomou como base o
algoritmo proposto pelo Ministério da Saude para o
diagndstico de infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), onde sdo solicitadas duas amostras
seqiienciais de sangue'?. Para o HTLV-1/2, a primeira
amostra de sangue deve ser colhida em tubo seco e o0 soro
testado quanto a presenca de anticorpos especificos por

dois EIAs. Em soros reagentes em pelo menos um EIA,
uma segunda amostra de sangue deve ser solicitada e o
sangue coletado em tubo contendo o anticoagulante dcido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Nesta amostra de
sangue, o plasma é usado para repetir a triagem sorologica
(dois EIAs) e nos casos reagentes, os soros submetidos ao
ensaio de WB. A fracdo de células do sangue periférico
(PBL) é utilizada para a pesquisa de segmentos de DNA de
HTLV-1/2 (regido tax do genoma proviral) pelareagao em
cadeia da polimerase (PCR)"*'°. Os produtos da PCR sdo
analisados quanto a fragmentos de restri¢ao enzimatica
(PCR-RFLP) usando a enzima Taq I que apresenta sitio em
fragmento tax de HTLV-2 e, portanto, discrimina HTTV-1
de HTLV-2. Esta estratégia de coleta seqiiencial de sangue
evita resultados falsos (positivo e negativo) por falha
humana de identificagdo e / ou manuseio das amostras
de sangue e, possibilita comparar o desempenho do WB
em relagao a PCR em populagao de risco.

Um estudo preliminar usando este algoritmo
foi realizado com 313 amostras de soro recentemente
encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz para andlise. As
amostras eram provenientes de Centros de Referéncia
e Treinamento em AIDS (14,4%) e de Ambulatérios
de Especialidades do SUS (85,6%). Das 313 amostras
de soro analisadas, 36 resultaram pelo menos um EIA
reagente (11,5%) sendo requisitada nova coleta de
sangue a respectiva unidade de origem dos pacientes.
Uma segunda amostra de sangue foi coletada somente
de 9 (25%) pacientes, sendo que em apenas trés (33%)
pacientes o sangue foi coletado corretamente. Isto
mostrou ineficiéncia do algoritmo proposto, ndo havendo
entrosamento entre Laboratdrio, Unidade solicitante,
médico e paciente. No entanto, os pacientes tiveram
seus soros analisados pelo teste confirmatério de WB e
35% deles resultaram WB indeterminados, mostrando a
necessidade de se implantar a PCR para a confirmagao de
infec¢ao por HTLV-1/2. Infelizmente, o pequeno ntimero
de amostras de PBL (trés) ndo permitiu comparar os
resultados do WB com os da PCR. Porém este estudo
mostrou que o algoritmo proposto, embora ttil em
pesquisa, é totalmente inadequado para ser usado na
rotina diagndstica e ele foi substituido por um algoritmo
mais simples, de etapa tinica, onde o sangue é coletado em
tubo contendo EDTA e usado para a triagem soroldgica
e para os testes confirmatdrios (22 etapa da Figura 1).
Estudos futuros poderdo mostrar a eficicia deste novo
algoritmo para o diagnéstico de infec¢ao por HTLV-1/2
em populac¢do de risco de Sao Paulo e mensurar custo/
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Figura 1. Algoritmo de testes laboratoriais para o diagnéstico de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 utilizado pelo Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo.

Legenda: +: soro reagente; -: soro nao reagente; EIA: ensaio imunoenzimatico; EIA 2% EIA de segunda geracao; EIA 3% EIA de terceira geracao; PBL:
células do sangue periférico; WB: Western blot; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; PCR-RFLP: andlise de produto de PCR por polimorfismo de
restricdo enzimatica.
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beneficio dos testes confirmatérios de PCR e WB. Hé que
se ressaltar o alto custo do kit disponivel no mercado de
WB (WB 2.4, Genelabs Diagnostic, Singapore), cujo custo
aproximado é de U$ 240,00 por tira, e o alto nimero de
soros com padrao indeterminado para a infec¢ao por
HTLV-1/2 ao se utilizar este kit.

O conhecimento do real status de infec¢ao por
HTLV-1e HTLV-2 é importante para direcionar a conduta
clinica e terapéutica do paciente'®. O HTLV-1 est4 relacio-
nado com doengas graves como a paraparesia espdstica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 e a leucemia
de células T do adulto, enquanto o HTLV-2 é reconhe-
cidamente menos patogénico'’. Portanto, o diagndstico
diferencial é de suma importancia. Além disto, em paises
onde o HTLV-1 e 0o HTLV-2 sao endémicos e onde os iso-
lados virais podem divergir dos isolados empregados na
composic¢ao dos kits utilizados na detec¢ao de anticorpos
especificos’, hd necessidade de se verificar qual o melhor
teste confirmatdrio para ser usado no diagnéstico. Estudos
de novas metodologias e algoritmos de diagndstico sao
importantes para a saude publica e sdo desafios que se im-
poem a Se¢ao de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz.

Suporte: Bolsas de Mestrado CAPES para EASC e FJ; Bolsa PAP-
SES/SP para RSF; Bolsa de Produtividade em Pesquisa MCT/CNPq
para ACA # 304372/2006-4; Auxilio Financeiro CCD-SES/SP, MCT/
CNPq Universal # 481040/2007-2 e IAL # 33/07.

Trabalho parcialmente apresentado na 14th International Conference
on Human Retrovirology: HTLV and related retroviruses. Salvador,
Ba, July 1 — 4, 2009.
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RESUMO

A capacidade ovicida de dois isolados do fungo nematéfago Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre
ovos de Enterobius vermicularis foram analisadas e comparadas em meio agar—dgua 2% (AA2%). Os ovos
de E. vermicularis foram vertidos para placas de Petri com AA2% contendo os isolados fungicos crescidos 3
e em placas de Petri sem fungo como controle. Ao completarem 5 e 10 dias de incubagdo, cem ovos foram
removidos e classificados de acordo com os seguintes pardmetros: efeito do tipo 1, efeito fisiologico e
bioquimico sem prejuizo morfoldgico a casca do ovo; efeito do tipo 2, efeito litico com altera¢ao morfoldgica
da casca e embrido; e efeito do tipo 3, efeito litico com altera¢do morfolégica do embrido e da casca, além
de penetracao de hifas e colonizagdo interna do ovo. Os isolados fingicos eficientes na destrui¢ao de ovos
de E. vermicularis, apresentando o efeito do tipo 3 nos 5 e 10 dias de interagao (p>0,01). Foi demonstrada
a propriedade dos isolados de P. chlamydosporia (VC1 e VC4) em atuar de forma negativa sobre os ovos
de E. vermicularis e, portanto, ser considerado um potencial candidato como produto a ser utilizado no
controle biol6gico desse nematdide.

Palavras-chave. controle biolégico, Enterobius vermicularis, fungos nematéfagos, Pochonia chlamydosporia.

ABSTRACT

The present study compared the ovicidal capacity of two isolates from nematophagous fungus Pochonia
chlamydosporia (VC1 and VC4) on Enterobius vermicularis eggs using 2% water-agar (2% WA). E. vermicularis
eggs were plated on 2% WA Petri dishes containing cultured fungal isolates, and on control plates without
fungi. After incubating for 5 and 10 days, 100 eggs were removed and classified according to the following
parameters: type 1, biochemical and physiological effect without eggshell morphological damage; type 2,
lytic effect with morphological alteration on eggshell and embryo; and type 3, lytic effect with morphological
alteration on both eggshell and embryo, in addition to hyphal penetration and internal egg colonization.
The fungal isolates were effective in causing complete damage on E. vermicularis eggs showing the type 3
effect at 5 and 10 days after being in contact with fungus (p>0.01). Therefore, the P. chlamydosporia (VC1
and VC4) isolates negatively influenced on E. vermicularis eggs, and this fungus might be considered a
potential candidate for being a biological control of nematodes.

Key words. biological control, Enterobius vermicularis, nematophagous fungi, Pochonia chlamydosporia.
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INTRODUCAO

Enterobius vermicularis, causador da enterobiase ou
oxiurfase, infecgao parasitdria intestinal cosmopolita, é
um nematdide bem frequente em criancas com idade
escolar. E um habitante comum da porg¢ao terminal do
intestino delgado (ceco), onde as fémeas sao fecundadas
e, quando gravidas, acumulam cerca de 10.000 ovos em
seu interior"”. Uma vez fecundada, a fémea migra para
a regiao perianal onde deposita seus ovos e em seguida
morre dessecada e pela atrofia dos 6rgaos internos devido
a grande dilatagao uterina’. Os ovos, quando mantidos a
temperatura e umidade favordveis tornam-se infectantes
em aproximadamente seis horas e permanecem vidveis
por vérias semanas. Estes sao brancos, transparentes e com
dupla membrana. Medem aproximadamente 50 a 60pm
delargura por 20 a 30um de comprimento, sao resistentes
aos desinfetantes comerciais e podem sobreviver em
ambientes domiciliares por duas a trés semanas.

Cimerman et al.*mencionam que, E. vermicularis
é o parasito de maior poder de infec¢do, pois seus ovos
necessitam de poucas horas para se tornarem infectantes.
O tratamento desta parasitose deve ser estendido a todos
os individuos que residem em uma mesma residéncia.
Por outro lado, a descontamina¢ao ambiental é outro
fator que deve ser levado em consideragao juntamente
com o tratamento, uma vez que a sua transmissao pode
ocorrer pela inalagdo de poeira mesmo pela ingestao dos
ovos do parasito.

Nesse contexto, algumas medidas alternativas
que possam ser empregadas no combate a dissemina¢ao
ambiental, deste, e de outros parasitos gastrintestinais
e suas formas infectantes sao bem vindas’. Entre essas
medidas estd o controle bioldgico com os fungos
nematéfagos. Esses fungos sdo cosmopolitas e inofensivos
aos seres humanos e aos animais, sio conhecidos como
antagonistas de helmintos e algumas espécies podem ser
utilizadas como potencias agentes de controle de ovos de
helmintos presentes no ambiente®. Dentre esses fungos
destaca-se a espécie P. chlamydosporia considerada ovicida,
pois apresenta colonizagao interna dos ovos parasitados
e por consequéncia seu rompimento levando a sua
destruicao®'.

Esse estudo procurou avaliar a atividade ovicida do
fungo P. chlamydosporia sobre ovos de E. vermicularis.

Os isolados VC1 e VC4 do fungo nematéfago P.
chlamydosporia foram mantidos em tubos de ensaio a
4°C contendo corn-meal-dgar 2% e no escuro durante

10 dias. Esses isolados estavam previamente armazenados
no Laboratério de Parasitologia do Departamento de
Veterindria da Universidade Federal de Vigosa, Minas
Gerais, Brasil. Ap6s o crescimento, discos de cultura
de 4mm de didmetro foram transferidos para placas de
Petri de 9cm didmetro contendo 20mL de dgar-dgua 2%
(AA 2%) e incubados, a temperatura de 26°C durante
10 dias.

Os ovos de E. vermicularis foram conseguidos
por meio de doagao de um laboratério particular de
andlises clinicas na regiao de Vigosa, MG e, analisados
morfologicamente quanto a sua integridade ao microscépio
optico em objetiva de 10x.

Os ovos foram vertidos sobre a superficie de
placas de Petri contendo o meio AA 2% com os isolados
fiangicos crescidos por 10 dias e sem fungo como
controle, sendo feitas 10 repeti¢des para cada grupo.
Cada placa continha mil ovos de E. vermicularis com
apenas um dos isolados fungicos. Ao final de 5 e 10 dias,
aproximadamente cem ovos foram retirados de cada
placa contendo os isolados do fungo e do controle (sem
fungo) de acordo com a técnica descrita por Araujo et
al.'" e foram avaliados em objetiva de 40x de acordo
com os parametros estabelecidos por Lysek et al.': efeito
do tipo 1, efeito fisioldgico e bioquimico sem prejuizo
morfoldgico a casca do ovo; efeito do tipo 2, efeito litico
com alteracao morfoldgica da casca e embrido; e efeito do
tipo 3, efeito litico com altera¢ao morfol6gica do embriao
e da casca, além de penetragao de hifas e colonizagao
interna do ovo. Os dados obtidos do intervalo estudado
foram submetidos ao teste nao paramétrico de Friedman
com 1% de probabilidade.

Os resultados percentuais para os efeitos dos
tipos 1,2 e 3 aos 5 e 10 dias de interacao dos isolados do
fungo P. chlamydosporia com os ovos de E. vermicularis
estdo representados na Tabela 1. A andlise dos dados
revelou diferenca (P<0,05) para os efeitos dos tipos 1,
2 e 3 apresentados por P. chlamydosporia em relacao
ao grupo controle. Por meio da microscopia de 6ptica,
objetiva de 40x, foram observadas estruturas vegetativas
(hifas) desse fungo colonizando os ovos de E. vermicularis
e, posteriormente, o seu rompimento (Figuras 1A; B), e
com isso caracterizando o efeito do tipo 3'2°.

As espécies de fungos ovicidas tém sido utilizadas
com sucesso no controle in vitro de ovos de helmintos
parasitos gastrintestinais de animais. Contudo, existe
uma caréncia de trabalhos que possam comprovar a
eficicia desses fungos sobre ovos de helmintos parasitos
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gastrintestinais de seres humanos®'". A literatura tem
sugerido que fungos nematéfagos ovicidas sao potenciais
agentes de controle bioldgico de geohelmintos e, sendo
assim, esses fungos tém sido utilizados em condi¢oes
laboratorias com sucesso sobre ovos de helmintos'.
Braga et al.® demonstraram a eficacia de isolados
VC1 e VC4 do fungo P. chlamydosporia sobre ovos de
Ascaris lumbricoides, nematéide gastrintestinal comum

de seres humanos, nos intervalos de sete, 10 e 14 dias,
encontrando percentuais para a atividade ovicida, efeito
do tipo 3, acima de 26% ao final do experimento para
ambos os isolados testados. Em outro trabalho, Braga
et al."” demonstraram a ac¢ao de P. chlamydosporia sobre
ovos de Schistosoma mansoni registrando resultados
percentuais ao final de vinte e um dias para o efeito do
tipo 3 de 25,6%.

Tabela 1. Percentuais da atividade ovicida do fungo nematéfago Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4) e o grupo
controle sem fungos sobre ovos de Enterobius vermicularis nos intervalos de cinco e 10 dias de interacao.

V(1 37,28"+ 15,0
vCa 36,04+ 14,0
Controle 08+0
VC 1 28,4"+ 16,8
vC 4 31,94+ 13,8
Controle 0%+ 0

23,4 +8,3 35,04+ 11,0
25,17+ 8,4 33,64+ 11,7
0%+0 08+0
24,94+ 9,7 40,04 + 16,2
25,74+ 9,8 38,04+ 11,3
0% +0 0% +0

Percentuais seguidos de mesma letra maidscula nas colunas nao diferem estatisticamente (P>0,01)-teste de Friedman.

* Efeito do tipo 1, efeito fisiolégico e bioquimico sem prejuizo morfoldgico a casca do ovo;

** Efeito do tipo 2, efeito litico com alteracdo morfoldgica da casca e embrido;

*** Efeito do tipo 3, efeito litico com alteracdo morfolégica do embrido e da casca, além de penetracdo de hifas e colonizagdo interna do ovo

Figura 1. A - Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) colonizando o ovo de Enterobius vermicularis (seta preta);
B - Destruicao do ovo do nematoide pelo fungo aos 10 dias de interacao (Microscopia 6ptica com aumento de 40x).
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Recentemente, Braga et al.'"* observaram a ativi-
dade ovicida de Paecilomyces lilacinus, sobre ovos de
Taenia saginata, com percentuais para o efeito do tipo
3 de 25,5% ao final de 10 dias. Segundo Lysek’ um
fungo ¢é considerado ovicida se apresentar sobre os ovos
parasitados o efeito do tipo 3.

Comparando os resultados obtidos no presente
trabalho com os resultados registrados por Braga et
al.*" nota-se semelhan¢a no modo de a¢ao dos isolados
VC1 e VC4 do fungo P. chlamydosporia sobre ovos de E.
vermicularis, uma vez que, houve a observacao do efeito
do tipo 3 de 40,0% e 38,0% respectivamente, ao final
de 10 dias. Os autores sugerem que qualquer um dos
isolados desse fungo poderia ser utilizado com sucesso na
destrui¢ao de ovos de helmintos parasitos gastrintestinais.
Contudo, segundo O’Hara e Jatala' a frequéncia e o sucesso
da penetragdao em ovos por fungos sao aparentemente
dependentes da composi¢ao da cuticula do ovo e no caso
especifico de ovos de E. vermicularis, que apresenta dupla
membrana e sa0 muito resistente, a eficicia de penetragao
ovicida pode ser dificultada. Por outro lado, a penetra¢ao
de P. chlamydosporia nos ovos desse nematdide foi
comprovada no presente trabalho. Esse fungo poderia ser
utilizado como uma ferramenta para auxiliar no combate
a dissemina¢do ambiental, deste, e de outros parasitos
gastrintestinais, uma vez que, pode diminuir a presenca
dos ovos de helmintos gastrintestinais e por consequéncia
a descontaminag¢ao ambiental”®".

AGRADECIMENTOS
A Capes e ao CNPq pelo apoio financeiro.

REFERENCIAS

1. Lee SC,Hwang KP, Tsai WS, Lin CY, Lee N. Detection of Enterobius
vermicularis eggs in the submucosa of the transverse colon of a
man presenting with colon carcinoma. Am J Trop Med Hyg. 2002;
67(5): 546-8.

2. Borquez C, Lobato I, Montalvo MT, Marchant P, Martinez P.
Enteroparasitosis in schoolchildren of lluta valley, Arica, Chile.
Parasitol Latinoam. 2004; 59(3-4):175-8.

3. Rey L. Bases da Parasitologia Médica 2nd ed. (R]): Guanabara
Koogan, 2001.

4. Cimerman B, Cimerman S. Enterobiase. Parasitologia Humana e
seus Fundamentos Gerais. 2nd ed (R]): Atheneu, 2001.

5. Cimerman S, Cimerman B. Enterobiasis. Rev Panamericana
Infectol. 2005; 7(3):27-30.

6. Botero D, Restrepo M. Parasitosis intestinales por ne-matodos. En:
Parasitosis Humanas. 3nd ed. Corporacién para Investigaciones
Bioldgicas. Medellin, 1998.

7. Aratjo JV,Mota MA, Campos AK. Controle biol6gico de helmintos
parasitos de animais por fungos nematéfagos. Rev Bras Parasitol
Vet. 2004; 13(1):165-70.

8. Braga FR, Aratjo JV, Campos AK, Carvalho RO, Silva AR, Tavela
AO, Maciel AS. Observagao in vitro da agao dos isolados fingicos
Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium e Verticillium
chlamydosporium sobre ovos de Ascaris lumbricoides (Lineu, 1758).
Rev Soc Bras Med Trop. 2007; 40(3):356-8.

9. Lysek H. Classification of ovicide fungi according to type of
ovicidity. Acta Univ Palack Olomue. 1976; 76(1):9-13.

10. Fieldler ZA, Sosnowska D. Nematophagous fungus Paecilomyces
lilacinus (Thom) Samson is also a biological agent for control of
greenhouse insects and mite pests. Biol Control. 2007; 52(4):547-58.

11. Aratjo JV, Santos MA, Ferraz S. Efeito ovicida de fungos
nemat6fagos sobre ovos embrionados de Toxocara canis. Arq Bras
Med Vet Zoot. 1995; 47(1):37-42.

12. Lysek H, Fassatiova O, Pineda NC, Herndndez N, Lorenzo. Ovicidal
fungi in soils of Cuba. Folia Parasitol 1982; 29(3):265-70.

13. Braga FR, Araujo JV, Campos AK, Araujo JM, Silva AR, Carvalho
RO, Correa DN, Pereira CAJ. In vitro evaluation of the effect of
the nematophagous fungi Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
sinense and Pochonia chlamydosporia on Schistosoma mansoni eggs.
World ] Microb Biotechnol. 2008; 24(11):2713-16.

14. Braga FR, Aratjo JV, Araujo JM, Carvalho RO, Silva AR. Efeito do
fungo Paecilomyces lilacinus sobre ovos de Taenia saginata. Rev Soc
Bras Med Trop. 2008; 41(6): 686-8.

15. O’Hara CM, Jatala P. Ultraestructure of Meloydogine, Globodera
and Nacobus eggs shells as related to the activities of biocontrol
fungi. ] Nematol. 1985; 17(1):508.

321



REsumos DE TESES E DISSERTACOES

Evaluation of fatty acid lipid extraction methods in human plasma

Morais, DR. Avaliacao de métodos de extracao lipidica em plasma humano. Maringa, PR. 2009.
[Dissertagao de Mestrado — Programa de Pés-graduagao em Quimica — Universidade Estadual de
Maringa — UEM — Maringd]. Orientador: Dr. Jesui Vergilio Visentainer.

The most difficult step in the fatty acid (FA) analysis is the extraction of lipids, which
it may interfere in the final answer of the analysis. Determination of fatty acids and their
concentrations in biological samples has been performed, due to the different consequences
of the FA in the organism. The aim of this work was to present a new methodology of total
lipid extraction using microwave; to evaluate the efficiency of total lipid extraction by different
methods in human plasma and to analyze its fatty acid composition. The used methods were:
Folch, Lees and Stanley (FLS), Bligh and Dyer (BD), Rose-Gottlieb (RG) and Alternative
Method (AM). The FLS method is the most used one in the lipid analyses for plasma. That
method and BD are cold methods that use chloroform and methanol for lipid extraction. In
RG method it is used a basic way and the ether of petroleum and ethyl ether solvents; and the
AM uses microwaves and the ethanol and ether of petroleum solvents. The sample of human
plasma, 450 mL, was obtained from Hemocentro Regional de Maringé of the Universidade
Estadual de Maringd. In relation to human plasma composition the percentage obtained was:
moisture, 92.23+0.08%; ashes, 0.63+0.11%; protein, 6.04+0.58%; and the total lipid contents
varied between 0.19 and 0.41. The greatest total lipid contents results were obtained by the
FLS, MA and RG methods, statistically equal among themselves (p>0.05) but different to BD
(p<0.05). The Gerber method could not extract lipids from the human plasma. Through the
validation parameters for lipids extraction, accuracy and recovery, the AM and Folch et al.
(1957) methods were more accuracy and presented percentile of satisfactory recovery. 24 FA
were identified and the biggest concentrations were obtained (p<0.05) by the Folch, followed
by the AM, Bligh and Dyer and Rose-Gottlieb. This study showed that Folch was the most
recommended method for studies of quantitative fatty acid composition in human plasma and
indicated the AM method, using microwave and lower toxicity solvents, as a fast technique of
lipidic extraction which it might be used on qualitative fatty acid composition analysis.

Dissertacao disponivel na Biblioteca Central - UEM, Maringa — PR.
E-mail: damilarodriguesdemorais@bol.com.br
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Marerials E METODOS: A metodologia deve incluir apenas informagao disponivel no momento em que foi escrito o
plano ou protocolo do estudo; toda a informagao obtida durante a conduta do estudo pertence ao item Resultados.
Deve conter descrigdo, clara e sucinta, acompanhada da respectiva citagao bibliogréfica, dos procedimentos adota-
dos, a popula¢do estudada (universo e amostra), instrumentos de medida e, se aplicdvel, método de validagdo 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 interpretagdes e/
ou comparagdes. Sempre que possivel, devem ser apresentados em tabelas e figuras auto-explicativas e com andlise
estatistica, evitando-se sua repeti¢ao no texto.

Discussio: Deve enfatizar os novos e importantes aspectos do estudo e as conclusdes que dele derivam. Deve ser
apresentada as consideragoes das limitacdes do estudo, seguida da comparagao com a literatura e da interpretacao
dos autores, e quando for o caso, novas hipéteses.

Concrusio: Traz as conclusoes relevantes, considerando os objetivos do trabalho e formas de continuidade. Se tais
aspectos ja estiverem incluidos na discussao, a conclusao nao deve ser escrita.

AGRADECIMENTOS: Deve-se limitar ao minimo possivel, sempre ao final do texto.
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22. CITACOES BIBLIOGRAFICAS
A exatidao das referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores.

Ao longo do artigo, o nimero de cada referéncia deve corresponder ao niimero sobrescrito, imediatamente apds a
respectiva citacdo. Devem ser numeradas consecutivamente.

Exemplo: Nos Estados Unidos e Canadd, a obrigatoriedade da declaragdo dos nutrientes no rétulo do alimento é
mais antiga e foram desenvolvidos métodos hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extragdo e determinacdo da GT
por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (G C/DI C)z'?’.

23. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Listadas ao final do texto, devem ser numeradas de acordo com a ordem de citagdo. A
quantidade de referéncias deve ser respeitada conforme definido em cada tipo de artigo aceito pela Revista do Insti-
tuto Adolfo Lutz (RIAL).

24. ORIENTAGOES GERAIS:

Os autores (pessoa fisica) devem ser referenciados pelo seu sobrenome (apenas a letra inicial colocada em maius-
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 expressao em Latim “et al”.

Indicar as organizagdes quando estas assumem a autoria do documento. Se for mais de uma organizagao, devem ser
separadas por ponto-e-virgula. Para identificar a hierarquia dentro da organizagao, separar por virgula.

Quando o documento é de autoria de pessoas fisicas e organizagdes, os nomes devem ser separados por ponto-e-
virgula, de acordo com a hierarquia.

Quando o documento consultado nio possui autoria, iniciar a referéncia bibliogréfica pelo titulo.
A primeira letra do titulo deve ser grafada em maiuscula.

25. ARTIGOS DE PERIODICOS: As referéncias devem ser iniciadas pelo nome do autor, seguido dos titulos do artigo e do
periédico, separados por ponto final, respectivamente. Os titulos dos periddicos 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 periddico, coloca-se um ponto final, seguido da data de publica¢ao; volume (numero): pa-
gina inicial-final. Para consultar periédicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.
php?home=true&lang=pt.

Exemplos:
Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informag¢ao nutricional do rétulo dos alimentos
embalados: aspectos sobre legislacao e quantificacao. 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 citagdo de livros deve constar a cidade de publicagdo, opcionalmente, a sigla do Estado ou provincia pode
ser acrescentada, assim como o pais, por extenso, entre parénteses; exemplos: Sio Paulo (SP) e Sdo Paulo (Brasil).
Quando se tratar da primeira edi¢ao, nao é necessario indicar. A abreviacdo do ntimero da edi¢do seguird a norma
da lingua portuguesa; exemplo: 42 ed.

Exemplo: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.

27. CAPITULOS DE LIVRO: Para referenciar capitulos de livros, os autores deverdo seguir o exemplo:

Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In:. Lopez D, organizador. Estudos epidemiolégicos qualitativos. Sao Paulo:
James Martim; 2009. p. 64-76.

Arnau JM, Laporte JR. Promog¢io do uso racional de medicamentos e preparagdo de guias farmacoldgicos. In: La-
porte JR, Tognoni G, Rozenfeld S. Epidemiologia do medicamento: principios gerais. Sao Paulo: Hucitec; Rio de
Janeiro: Abrasco; 1989.

28. DISSERTAGOES, TESES E MONOGRAFIAS:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra. [dissertagao de mestrado]. Bananeiras, Paraiba: Universidade
Federal da Paraiba; 1995.

325



INSTRUGAO AOS AUTORES

326

29

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagao de métodos cromatograficos e avaliacdo da estabilidade de vitaminas
hidrossoltiveis em alimentos [tese de doutorado]. Sdo Paulo:Universidade de Sao Paulo; 2006.

TRABALHOS DE CONGRESSOS, SIMPOSIOS, ENCONTROS, SEMINARIOS E OUTROS: Barboza et al. Descentralizagao das politicas
publicas em DST/Aids no Estado de Sao Paulo. IIT Encontro do Programa de Pés-Graduagao em Infecgoes e Satde
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC]J.

PERIODICOS E DADOS ELETRONICOS:

Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo SABESP. O que fazemos/Qualidade da dgua. [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].

Legislacao: Brasil. Ministério da Satde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Portaria n° 518 de 25
de marco de 2004. Estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da qualidade da
dgua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade e dao outras providencias. Didrio Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil. Brasilia, DE, p. 266-9, 26 de mar. 2004, Se¢do 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 instrucdo devem ser citados conforme indica¢do 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 ao 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 (RTAL).

Quabros: Sao identificados como tabelas, seguindo uma tnica numeragao em todo o texto.

Ficuras: Fotografias, desenhos, graficos etc., citados como figuras, devem ser numerados consecutivamente com
algarismos ardbicos, na ordem em que foram mencionados no texto. As legendas devem ser apresentadas em folha
a parte; as ilustracdes devem ser suficientemente claras para permitir sua reprodug¢do. 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, ilustragoes e outros elementos gréficos devem ser nitidos e legiveis, em alta resolucao.
Se nao for de prépria autoria, mencionar a fonte e anexar a permissao para reprodu¢do. O nimero de elementos
gréficos 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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